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O objetivo do presente trabalho consistiu na producdo enzimatica de
ésteres etilicos em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em modos
batelada e continuo empregando dois lotes de 6leo do fruto de macauba e 6leo
de fritura derivado de soja como substratos. Realizou-se a caracterizacdo de
ambos os 6leos em termos de indice de acidez e indice de perdxidos bem
como a determinacdo de monoacilglicerdis, diacilglicerois e triacilglicerois
(MAG, DAG e TAG) a fim de determinar suas caracteristicas fisico-quimicas.
Os Oleos apresentaram elevado grau de acidez e oxidacdo com indices de
acidez de 89 e 73 mg KOH/g (Lotes 1 e 2 6leo de macauba) e 5,37 mg KOH/g
(6leo de fritura derivado de soja) e indices de perdxido de 19,78 e 14,22 meq
peroxido/kg (Lotes 1 e 2 6leo de macauba) e 0,79 meq peréxido/kg (6leo de
fritura derivado de soja).

Para o O0leo de macauba em modo batelada foram realizados estudos
preliminares empregando diferentes concentracbes de enzima e peneira

molecular, variando a razdo molar Oleo/etanol, a poténcia ultrassonica e a
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temperatura, a fim de determinar as melhores condigcbes experimentais para
obtencéo de ésteres etilicos. As melhores condi¢cbes experimentais em modo
batelada foram definidas como: razdo molar 6leo/etanol 1:9, temperatura 65 °C,
100% de peneira molecular (m/m), 20% da lipase Novozym 435 e poténcia do
ultrassom (132 W). Os experimentos foram conduzidos em tempos reacionais
de 0 a 360 minutos atingindo rendimento em ésteres etilicos de
aproximadamente 79% em 30 minutos com o uso do banho de ultrassom. Em
estudo comparativo nas mesmas condicdes experimentais sem o0 uso de
poténcia ultrassdnica rendimentos em ésteres de 60% foram obtidos,
demonstrando a eficiéncia do emprego do ultrassom no processo.

A partir dos melhores resultados obtidos no estudo em batelada com
0leo de macauba foram selecionados os tempos de 30 e 120 minutos para
avaliacdo dos ciclos de reutilizagdo da enzima Novozym 435 a fim de investigar
a estabilidade da lipase imobilizada sob as condi¢des da radiacao ultrassoénica.
Os resultados mostram que a enzima Novozym 435 manteve boa atividade
durante 8 ciclos no tempo de 30 minutos de exposicdo perdendo
gradativamente a sua atividade até atingir uma perda de 49% no oitavo ciclo.
Em 120 minutos de exposicdo o ultrassom afetou de forma drastica a atividade
da enzima com perda de aproximadamente 76% ja no segundo ciclo de reuso.

Para o modo continuo utilizando 6leo de macauba empregou-se as
seguintes condi¢cbes experimentais: poténcia ultrassonica de 154 W, vazéo de
alimentagéo do substrato oleo/etanol de 2,0 mL/min e tempo reacional variando
até 78 minutos. Rendimentos de 90% em ésteres etilicos com o uso do banho
de ultrassom foram obtidos em tempo reacional de 6,5 minutos. Sem o uso do
ultrassom os rendimentos foram inferiores durante todo o periodo estudado. Ao
final das reacdes a atividade enzimatica foi determinada e os resultados
comprovaram que o0 uso do ultrassom néo interferiu na atividade da enzima,
com atividade enzimatica de 45,11 U/g com o uso do ultrassom (154 W) e
46,87 U/g na reacao realizada apenas com agitacdo mecanica e temperatura.

Na sequéncia do estudo realizaram-se reacdes de transesterificacédo
enzimatica com auxilio de banho de ultrassom empregando 6leo residual de

fritura derivado de soja em modos batelada e continuo. Os experimentos desta
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etapa seguiram as mesmas condicbes experimentais empregadas
anteriormente nas reacdes com 6leo de macauba.

No modo batelada o ultrassom conduziu a bons rendimentos em
ésteres etilicos (88,5%), em um curto espaco de tempo reacional (90 minutos)
quando comparado as reacdes apenas com 0 uso da temperatura e agitacao
mecanica. Neste mesmo periodo reacional a conversdo em ésteres etilicos
sem o uso de poténcia ultrassonica atingiu rendimentos de 77%.

Para o modo continuo observou-se o mesmo comportamento dos
estudos anteriores, com 0 uso do ultrassom conduzindo aos melhores
rendimentos em ésteres etilicos durante todo o periodo reacional estudado
quando comparado as reacdes realizadas sem a sua utilizagdo (apenas com
aguecimento e agitagdo mecanica). As maiores conversdes (80 e 80,38%)
foram obtidas nos primeiros tempos reacionais (13 e 19 minutos) quando
empregada a tecnologia ultrassonica.

A partir destes resultados constata-se que 0 uso de energia
ultrass6nica para producdo de ésteres etilicos, a partir de fontes alternativas
como o Oleo de macauba e oleo residual de fritura derivado de soja, demonstra
ser um processo eficiente, viavel e relativamente simples, gerando economia
de tempo, reagentes e energia reacional quando comparado a metodologia
convencional, além de apresentar-se como um processo ambientalmente limpo

ocasionando a reducédo de poluentes contaminantes de aguas e solos.
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The objective of this work was the enzymatic production of ethyl esters
in solvent-free system using ultrasound bath operated in batch and continuous
modes, using Macauba coconut oil (two samples) and waste cooking oil as
substrates.

The characterization of both oils in terms of acid and peroxide levels
and the determination of monoacylglycerols, diacylglycerols, and triacylglycerols
(MAG, DAG, and TAG) were carried out in order to determine their
physicochemical characteristics. Both oils presented high acidity and peroxide
levels with acidity degree of 89 and 73 mg KOH/g (samples 1 and 2 of Macauba
coconut oil, respectively) and 5.37 mg KOH/g (waste cooking oil), and peroxide
degree of 19.78 and 14.22 meq peroxide/kg oil (samples 1 and 2 of Macauba
coconut oil, respectively) and 0.79 meq peroxide/kg oil (waste cooking oil).

For the Macauba coconut oil, preliminary studies were carried out

employing different concentrations of enzyme and molecular sieve varying the



molar ratio oil/ethanol, ultrasonic power and temperature, in order to determine
the best experimental conditions to obtaining ethyl esters.

The best experimental conditions were defined as: molar ratio
oil/lethanol 1:9, temperature 65 °C, 100% of molecular sieve (w/w), 20% of
Novozym 435 lipase and maximum ultrasound power (132 W). The experiments
were carried out in reaction times from 0 up to 360 minutes, achieving yields of
79% of ethyl esters in 30 minutes using an ultrasound bath. In a comparative
study, using similar experimental conditions but without ultrasound bath, 60% of
yield was obtained, demonstrating the efficiency of the ultrasound in the
process.

From the best obtained results in batch using the Macauba coconut oil,
the times of 30 and 120 minutes were selected to evaluate the reuse of the
Novozym 435 in order to explore the stability of the immobilized enzyme under
ultrasonic conditions. The results showed that Novozym 435 kept the activity
during 8 cycles of 30 minutes of reaction, loosing gradually its activity until 49%
in the eighth cycle. In 120 minutes of reaction, the ultrasound affects drastically
the activity, with activity loss of 76% in the second cycle.

For continuous mode using Macauba coconut oil, the following
conditions were employed: ultrasound power of 154 W, substrate flow
oil/ethanol of 2 mL/min and reaction time varying up to 78 minutes. Yield of 90%
in ethyl esters were obtained using ultrasound bath in 6.5 minutes of reaction.
Without the ultrasound bath the yields were lower during all the studied period.
At the end of the reaction the enzymatic activity was determined and the results
demonstrated that the use of ultrasound do not interfered in the reaction activity,
with enzymatic activity of 45.11 U/g employing the ultrasound and 46.87 U/g
using only temperature and stirring.

In the sequence, enzymatic transesterification reactions were carried
out with ultrasound bath using the waste cooking oil in both batch and
continuous modes. The experiments of this step followed the same
experimental conditions used in the reactions employing Macauba coconut oil.

In batch mode the ultrasound led to good yield in ethyl esters (88.5%) in
short reaction time (90 minutes) when compared with reactions employing only
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temperature and mechanical stirring. In the same reaction period, the
conversion of ethyl esters without ultrasound irradiation was 77%.

For the continuous mode, the same behavior of previous studies was
observed, where the ultrasound led to the best yield in ethyl esters during all
reaction period studied when compared to the reactions without its utilization
(only temperature and mechanical stirring). The highest yields (80 and 80.38%)
were obtained in the early reaction times (13 and 19 minutes) when ultrasound
irradiation was employed.

From these results, the use of ultrasound irradiation to ethyl esters
production, using Macauba coconut oil and waste cooking oil as alternative
substrate sources proved to be an efficient process, viable and relatively simple,
saving time, reactants and reaction energy when compared to conventional
methodology, besides being an environmental clean process to reduction of

pollutants from water and soil.
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Capitulo 1 - Introducéo 1

1. INTRODUCAO

A busca por fontes alternativas de energias renovaveis devido a
possibilidade de escassez da oferta de combustiveis fosseis e a crescente
preocupacdo com os impactos ambientais decorrente da emissdo de matériais
poluentes que provém da exaustdo dos combustiveis derivados do petroleo,
tém levado a pesquisas sobre diferentes fontes de combustiveis alternativos.
Dentre esses combustiveis, o biodiesel se destaca em virtude do seu elevado
potencial como substituto dos combustiveis fésseis, uma vez que pode ser
usado puro ou na forma de misturas com 06leo diesel. Além disso, o biodiesel
possui caracteristicas semelhantes ao diesel convencional apresentando até
melhores propriedades em virtude de ser um combustivel renovavel,
biodegradavel, atéxico, livre de enxofre e compostos aromaticos (Demirbas,
2002; 2003; 2007; 2008b; Gerpen, 2005; Agarwal, 2007; Jegannathan et al.,
2008, Bajaj et al., 2010, Hingu et al., 2010, Gog et al., 2012, Pal e Kachhwaha,
2013, Gharat e Rathod, 2013, Gude e Grant, 2013, Araujo et al., 2013,
Talebian-Kiakalaieh et al., 2013, Ozener et al., 2014, Liu et al., 2014, Aarthy et
al., 2014, Hindryawati e Maniam, 2015, Pukale et al., 2015).

O uso de energias limpas e renovaveis, mais do que uma necessidade,
€ uma obrigacdo diante do quadro alarmante apresentado pela Organizacdo
das Nacdes Unidas (ONU) sobre o futuro no Planeta. Além disso, o0s
combustiveis derivados de petroleo sdo atualmente uma fonte global
dominante das emissbes de CO, e sua combustdo apresenta-se como uma
forte ameaca de impacto ambiental. Isso tem estimulado o grande interesse em
possiveis substitutos para os combustiveis a base de petroleo (Pal e
Kachhwaha, 2013, Ozener et al., 2014).

O biodiesel representa uma alternativa essencial para atender a
crescente demanda energética da sociedade moderna de forma sustentavel,
visando também minimizar os impactos ambientais causados pela emissado de
gases poluentes (Ramos et al., 2011). O biodiesel é chamado assim porque é
derivado a partir de fontes biolégicas e corresponde ao desempenho de
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combustdo semelhante e até superior ao diesel derivado de petrdleo (Pal e
Kachhwaha, 2013).

Definido como uma mistura de monoalquil ésteres de acidos graxos de
cadeia longa o biodiesel é derivado de fontes renovaveis lipidicas, tais como
Oleo vegetal ou gordura animal que podem ser utilizados nos motores de
ignicdo por compressao, com poucas ou nenhumas modificacbes. O método
mais usual para transformar o O6leo em biodiesel é o0 processo de
transesterificacdo, que pode ser realizado na presenca de um alcool (metanol
ou etanol) usando diferentes sistemas cataliticos, tais como: alcalino, &cido e
enzimatico (Demirbas, 2002; Leung et al.; 2010; Lam et al.; 2010).

A reacdo de transesterificagdo é um processo reversivel e 0 excesso
de alcool desloca o equilibrio no sentido dos produtos. Existem basicamente
dois métodos de transesterificacdo, que sdo com catalisador e sem uso de
catalisador, sendo que a utilizacdo de diferentes tipos de catalisadores podem
melhorar a conversédo e o rendimento de biodiesel (Tabelian-Kiakalaieh et al.,
2013).

E conhecido que os 6leos vegetais sdo candidatos como combustiveis
alternativos para os motores a diesel, por apresentarem um elevado poder
calorifico. Entretanto, o uso direto destes 6leos vegetais nos motores conduz a
varios problemas devido a sua elevada viscosidade. O processo de
transesterificacdo torna o 6leo resultante (biodiesel) menos viscoso que o 6leo
cru. Essa diminuicdo da viscosidade evita a ocorréncia de problemas
operacionais nos motores diesel, como, principalmente, o acimulo de material
em partes do motor (Pereira, 2009).

A transesterificacdo € uma reacao reversivel que ocorre em trés etapas
reacionais com formac&do de produtos intermediarios. O primeiro passo € a
conversado de um triglicerideo a um diglicerideo, seguido pela conversdo de um
diglicerideo a monoglicerideo e de monoglicerideo para glicerol, gerando uma
molécula de éster de cada glicerideo a cada fase da reacao (Rodrigues, 2009).

O processo de transesterificacdo reduz a massa molecular para
aproximadamente 1/3 em relacédo aos triglicerideos, diminui significativamente

a viscosidade, melhorando a volatiidade. Ap6s a reacdo, os produtos
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consistem em uma mistura dos ésteres de &cidos graxos, glicerol, alcool,
catalisador e uma porcentagem baixa de tri-, di- e monoglicerideos (Pinto et al.,
2005).

Em relacdo ao sistema catalitico empregando enzimas, mais
especificamente as lipases, uma atencdo maior vem sendo dada a estes
biocatalisadores. As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sao
classificadas como hidrolases e atuam sobre ligacdes ésteres presentes em
acilgliceréis, liberando acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe
especial de esterases (Dalla-Vecchia et al.,, 2004). Estas sdo geralmente
consideradas biocatalisadores eficazes devido a elevada atividade especifica
pelo substrato, pelo baixo impacto ao ambiente, afinidade ao grupo funcional e
estereoseletividade. Além do que, sabe-se que as rea¢fes quimicas podem ser
conduzidas diretamente usando lipases em meio orgéanico (Oliveira et al.,
2006).

As lipases tém excelente atividade catalitica e estabilidade em meios
nao aquosos, e sua especificidade, regioseletividade e enantioseletividade
podem ser utilizadas com sucesso para muitas aplicacdes em sintese organica,
incluindo a resolucédo cinética e sintese assimétrica como também a catélise de
reacoes do alcool com 6leos vegetais e gordura animal (Lee et al., 2002).

As lipases podem catalisar eficazmente o0 processo de
transesterificacdo dos triglicerideos nos sistemas aquosos ou ndo agquosos,
superando os problemas relacionados ao conteudo de agua presente. Dessa
forma, particular atencdo tem sido dedicada ao uso de lipases como
biocatalisadores para a producado de biodiesel, devido a sua favoravel taxa de
conversao obtida em condi¢cdes amenas e etapas de downstream relativamente
simples para a purificacdo do biodiesel e subprodutos gerados resultando em
um processo ambientalmente compativel (Tan et al., 2010, Gog et al., 2012). O
subproduto glicerol pode facilmente ser removido sem nenhum processo
complexo, e também os acidos graxos livres contidos nos 6leos e nas gorduras
podem completamente ser convertidos a ésteres (Meher et al., 2006).

A maior parte das pesquisas sobre a transesterificacdo enzimatica de

Oleos vegetais, para a obtencdo de biodiesel, utiliza a enzima comercial pura,
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em diversos meios reacionais (solventes, presenca de aditivos, solucdes
polares-ions, fluidos supercriticos) e/ou fazendo uso da imobilizacdo enzimatica
em suportes (Celite e polimeros, principalmente) (Watanabe et al., 2000; Du et
al., 2004; Antczak et al., 2009; Dalla Rosa, 2009; Dizge et al., 2009; Bajaj et al.,
2010, Yu et al., 2010; Lam et al., 2010, Tan et al., 2010, Batistella, 2012;
Michelin, 2013; Trentin, 2013, Gharat e Rathod, 2013, Aarthy et al., 2014, Liu et
al., 2014, Trentin et al., 2014).

O principal interesse em utilizar uma enzima imobilizada é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparacao a sua forma livre (Dalla-Vecchia et al., 2004). Além
disso, o biocatalisador imobilizado pode ser facilmente recuperado e reutilizado
em reac0es futuras. Dessa forma, a alcodlise de triglicerideos com uma lipase
imobilizada pode ser considerada uma reacéo interessante para a producao de
biodiesel (Balat et al., 2010; Tan et al., 2010, Gharat e Rathod, 2013).

Visando eliminar o problema associado a utilizacdo de solventes
organicos para a eficiente transesterificacdo de O6leos e gorduras, uma
tecnologia para melhoria deste processo vem ganhando destaque. A tecnologia
ultrassénica tem sido reconhecida como um método eficaz para aumentar a
taxa de transferéncia de massa entre fases imisciveis liquido-liquido no interior
de um sistema heterogéneo. Por isso, esta técnica tem sido amplamente
utilizada em varias reacdes quimicas e biolégicas para melhorar o rendimento
dentro de um tempo de reacdo mais curto (Ji et al., 2006).

A reacado de transesterificacdo envolve duas fases imisciveis, onde a
fase menos densa apresenta o catalisador dissolvido em alcool e a segunda
contém o 6leo. A agitacdo vigorosa € necessaria para aumentar a area de
contato entre as duas fases produzindo velocidades significativas de reacéo e
altas conversdes de produto (Stavarache et al., 2005, 2006).

O processo de producdo de biodiesel utilizando ultrassom vem como
alternativa ao processo convencional de producdo que emprega agitacdo, uma
vez que as cavitacbes (formacdo, aumento e implosdo de bolhas no meio
reacional) geradas pelo ultrassom aumentam a miscibilidade entre os

reagentes, fornecem energia necessaria para a reacdo, reduzem o tempo de
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reacdo, reduzem a quantidade de reagentes e aumentam o rendimento e a
seletividade da reacédo (Yu et al.,, 2010, Hingu et al., 2010, Gole e Gogate,
2012, Gude e Grant, 2013).

O colapso das bolhas geradas pela cavitacao perturba o limite de fase
entre as fases imisciveis causando emulsificacdo do sistema, ocasionada pelas
ondas vibracionais do ultrassom que embatem um liquido contra o outro.
Assim, este dispositivo pode ser utilizado como uma fonte para eliminar as
limitagbes de transferéncia de massa associada a sintese de biodiesel
utilizando-se 6leos vegetais (Stavarache et al., 2005, 2006)

Tem sido relatado que o ultrassom exerce um efeito significativo sobre
a transesterificacdo enzimatica. A irradiacdo do ultrassom pode ser um método
alternativo para reduzir as limitagdes da transferéncia de massa substrato-
enzima aumentando a velocidade da reacdo, assim como pode proporcionar
mudancas conformacionais na estrutura da proteina aumentando a
sustentabilidade e a atividade catalitica da enzima (Liu et al., 2008, Gharat e
Rathod, 2013).

Além disso, com o uso de baixas frequéncias e entradas de energia
ideais o ultrassom mostrou-se ser eficaz em operagbes biolégicas, como
ruptura da célula microbiana, desinfeccdo microbiana e tratamentos de
efluentes bioldgicos (Gogate e Kabadi, 2009).

As ondas de ultrassom podem interferir nas caracteristicas da enzima,
alterando sua estrutura em resposta a perturbacdo dinamica provocada pelo
ultrassom. O efeito fisico do ultrassom em processos biotecnolégicos consiste
principalmente na alteracdo da temperatura e pressdo do micro-ambiente em
funcao do efeito cavitacional (Babicz, 2009).

Diferente da tradicional inativacdo das enzimas em temperaturas
elevadas, o processo de sonicacdo ndo desnatura o sitio ativo das enzimas,
entretanto, forcas de cisalhamento que ocorrem no fluido durante a irradiacéo
do ultrassom podem ter um papel significativo na inativacdo da enzima (Ozbek
e Ulgen, 2000).

No entanto, até o presente momento ndo se conhece o verdadeiro

potencial do ultrassom. Porém, o efeito do ultrassom de baixa energia em
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processos bioquimicos e biotecnolégicos tem atraido grande atencdo nos
altimos anos onde trabalhos encontrados na literatura (Shah e Gupta, 2008,
Tinkov et al., 2009, Liu et al., 2008, Yu et al., 2010; Zhu et al., 2010) sugerem
que a energia liberada pelo ultrassom durante os fendmenos de cavitagao pode
ser utilizada para melhorar a transferéncia de massa (substrato / enzima),
aumentando assim a taxa de velocidade de formacéo de produtos, e também
contribuir para o aumento da atividade catalitica da enzima.

A consecucdo de reacdes enzimaticas em ultrassom pode ser
considerada uma tecnologia relativamente nova, ndo havendo muitos estudos
acerca do comportamento das enzimas neste sistema. Em alguns casos, nas
aplicacdbes com enzimas, o0 ultrassom tem mostrado um aumento na
estabilidade e atividade catalitica da enzima, bem como a longevidade dos
biocatalisadores enziméticos (Rokhina et al., 2009).

Nos ultimos anos, o ultrassom tem sido utilizado em processos
enzimaticos, tais como a producdo de ésteres com as caracteristicas
desejaveis para as industrias farmacéutica, cosmética, e alimentar, bem como
em processos de hidrélise e glicerolise de 6leos vegetais, producdo de
biodiesel, etc (Lerin et al., 2014)

Até o presente momento, apenas a Novozym 435, uma lipase
comercial preparada da Candida antarctica imobilizada em resina poliacrilica,
foi testada em estudos para reacdo de transesterificacdo de Oleo de soja e
residuos de O6leos com indice de acidez elevados utilizando ultrassom.
(Veljkovic et al., 2012). Trabalhos da literatura (Wang et al., 2007; Sinisterra,
1992; Lin et al., 1995, Yu et al., 2010, Kumar et al., 2011, Gharat e Rathod,
2013) relatam que a atividade da enzima Novozym 435 nas reagbes de
transesterificacdo € aumentada pela irradiacdo do ultrassom.

Aliado ao desenvolvimento e aplicacdo de técnicas alternativas para a
producdo de biodiesel, a escolha da fonte oleoginosa a ser utililizada como
substrato para este fim também apresenta fundamental importancia para a
viabilidade técnica e econémica do processo.

Atualmente, 90% do biodiesel produzido no pais € obtido a partir do

Oleo extraido da soja virgem. Com a crescente demanda da producdo de
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biodiesel visando esta ser uma tecnologia limpa e renovavel, a busca por
fontes alternativas produtoras de Oleos que venham a complementar a cadeia
produtiva do biodiesel se faz necesséria (Biodiesel BR, 2012).

Neste sentido, na comercializacdo do biodiesel de Oleo vegetal
comestivel existe um importante obstaculo, o seu elevado custo de producéo
devido ao maior custo da matéria prima (Demirbas e Balat, 2006; Canakci,
2007; Lam et al., 2010). Comparado ao diesel derivado do petrdleo, o alto custo
para producdo do biodiesel é uma grande barreira para a sua comercializagao.
O custo é de aproximadamente 1,5 vezes maior que do diesel a base de
petréleo, dependendo do tipo de oleo utilizado como matéria-prima (Prokop,
2002; Demirbas, 2008).

Assim, um grande desafio econdmico na matriz energética para a
comercializacdo de biodiesel € o custo elevado de 6leos vegetais na sua forma
purificada, o que neste caso, representa um custo global entre 70 e 85% da
producdo de energia através do uso destas matérias primas (Haas e Foglia.,
2005).

Dias et al. (2008) mencionam que a utilizacdo desses 0leos virgens
para producdo de biodiesel é controverso, devido ao seu consumo doméstico.
Por essa razao existem estudos alternativos para producéo de biodiesel com a
utilizacé@o de Oleos de frituras e gorduras animais.

A utilizac&o de residuos de 6leos como matéria prima para processo de
obtencdo de biodiesel apresenta vantagens, como: ndo competir com o
alimento comercializado, recicla residuos que poderiam ter destino inadequado,
reducdo de custo do processo pelo baixo custo da matéria prima e menor
impacto ao meio ambiente (Hindryawati e Maniam, 2015, Talebian-Kiakalaieh
et al., 2013, Araujo et al., 2013, Gude e Grant, 2013, Maddikeri et al., 2013).

Além disso, 0 uso de uma matéria prima de baixo custo como 6leo de
fritura derivado de soja agredado a tecnologia de ultrassom mostra-se como
uma alternativa promissora na conversao de ésteres demonstrando ser um
processo eficiente com elevados rendimentos, viavel e relativamente simples
gerando economia de tempo, reagentes e energia, além de apresentar-se

como um processo ambientalmente limpo melhorando a reducéo de poluentes
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gerados pelo processo de combustdo de motores & diesel (Hingu et al., 2010,
Lin et al., 2012, Pal e Kachhwaha, 2013, Gude e Grant, 2013, Pukale et al.,
2015, Hindryawati e Maniam, 2015).

Outra fonte promissora para producdo de biodiesel é a palmeira de
macalba que apresenta grande potencial para esta aplicacdo devido a sua
elevada producdo de 6leo e composicdo quimica favoravel a producédo de
biodiesel. Isso se deve ao alto teor de acido oléico presente no 6leo derivado
da polpa, podendo chegar de 66-70%, dependendo do clima e das
caracteristicas de solo onde a palmeira é cultivada (Hianne et al., 2005).

A polpa da macauba pode ser utilizada na producdo de racbes e
tbnicos capilares, e o seu Oleo, além de apresentar-se como uma fonte
promissora na utilizacdo para o fabrico de biodiesel, também possui em sua
composicdo propriedades anti-inflamatérias. A améndoa da macauba tem usos
potenciais na alimentacdo humana e animal, e o Oleo da castanha tem
inUmeras aplicacdes industriais, tais como bioquerosene e producéo sabonetes
e cosméticos. Estas caracteristicas podem ser usadas para direcionar 0s
produtos e coprodutos do processamento do 6leo da macauba de acordo com
0s seus melhores usos: energia, alimentos, cosméticos, etc (Machado et al.,
2015).

A macauba (Acrocomia aculeata) € uma palmeira oleaginosa nativa do
Cerrado brasileiro, localizada principalmente no centro do pais nas regifes de
Minas Gerais, Goias, Sao Paulo e parte do Mato Grosso do Sul. Essa palmeira
apresenta um potencial para produzir até 30 toneladas de frutos/hectare/ano,
apresentando teor de 6leo entre 23 e 34% em peso seco (Moura et al., 2009,
Lopes e Steidle Neto, 2011; Lopes et al., 2013).

Esta palmeira apresenta alta produtividade de Oleo por hectare mesmo
sem qualquer melhoramento genético, chegando a uma producdo de cerca de
5000 kg de oOleo/hectare. Outras culturas anuais apresentam rendimentos muito
inferiores tais como: pinhdo-manso (1000 kg Oleo/hectare), girassol (890 kg
Oleo/hectare), mamona (1320 Kg o6leo/hectare) e a soja vista como principal
matéria-prima para producao de biodiesel com producédo anual de 500 Kg de

Oleo/hectare. Com base nestes dados, essa palméacea é considerada uma das
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plantas mais promissoras para obtencdo de 6leo para producédo de biodiesel,
dentre outros produtos (Nucci et al., 2008; Oliveira, 2006).

Tendo como base os aspectos expostos neste capitulo, este trabalho
tem como objetivo geral o estudo da producdo enzimética de ésteres etilicos
em sistema livre de solvente organico em banho de ultrassom utilizando 6leo

do fruto de macauba e 6leo de fritura derivado de soja como substratos.
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2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente trabalho consiste na produgédo enzimatica
de ésteres etilicos em sistema livre de solvente em banho de ultrassom nos
processos modo batelada e continuo utilizando 6leo do fruto de macauba e

6leo de fritura como substratos.

Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram

delineados:

Caracterizacao parcial do 6leo do fruto da macauba e 6leo de fritura
derivado de soja realizando:

v' Determinacdo de monoacilgliceréis, diacilgliceréis e triacilglicerois

(MAG, DAG e TAG) do dleo bruto do fruto de macauba e 6leo de

fritura;

v' Estudo de estabilidade do 6leo de macauba bruto e 6leo de fritura

em termos de indice de acidez e indice de peroxidos.

v' Estudo preliminar para definicho do tempo reacional a ser
utilizado nas etapas posteriores;

v' Estudo da influéncia das variaveis de processo (temperatura,
concentracdo de enzima, razdo molar Oleo/etanol, poténcia de
irradiagéo do ultrassom e uso de peneira molecular) na producéo

de ésteres etilicos;

v’ Estudo da condicdo maximizada anteriormente em etapa

preliminar utilizando a aplicacao de peneira molecular;

v' Estudo da reutilizacdo da lipase imobilizada comercial Novozym
435 em sucessivos ciclos com e sem o uso de ultrassom na
condicao experimental maximizada anteriormente,
correspondente aos maiores rendimento em biodiesel do 6leo do

fruto de macauba;
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v' Estudo da producdo de ésteres etilicos em sistema livre de
solvente em banho de ultrassom empregando processo em modo
continuo nas condicdes experimentais aplicadas ao 6leo do fruto

de macauba usadas anteriormente.

v' Estudo da producao de ésteres etilicos utilizando 6leo de fritura e
lipase Novozym 435 em ultrassom em modo batelada e continuo
nas condigbes experimentais maximizadas obtidas nos estudos

anteriores com 6leo de macauba.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma breve revisdo sobre o estado da
arte referente a produgdo enzimatica de ésteres etilicos derivados do 6leo do
fruto de macauba e oOleo residual de fritura, iniciando-se pela definicdo e
importancia do biodiesel em relacdo os seus aspectos econémicos, ambientais
e sociais. Na sequéncia, serdo apresentadas as principais rotas de producao e
obtencdo de biodiesel, a descricdo dos Oleos em estudo e o0 uso de
biocatalisadores neste processo. Com base nos objetivos delineados para este
trabalho, serd dada énfase especial para o uso do 6leo do fruto de macauba e
Oleo residual de fritura como fontes oleaginosas promissoras na producdo de
biodiesel empregando rota enzimatica em sistema de ultrassom. Dados da
literatura referente a esta pesquisa conduzirdo a relevancia na execucao do

presente trabalho.

3.1. OS BIOCOMBUSTIVEIS E SUA IMPORTANCIA

Grande parte de toda a energia consumida no mundo provém de
combustiveis fosseis derivados do petréleo, uma fonte considerada limitada,
finita e ndo renovavel. A cada ano que passa, 0 consumo de combustiveis
derivados do petréleo aumenta consideravelmente e, consequentemente, o
aumento da poluicdo atmosférica e da ocorréncia de chuvas acidas.

Estudos indicam que, além do efeito danoso direto a salde e ao meio
ambiente, a presenca cada vez mais significativa de certos gases poluentes na
atmosfera pode estar contribuindo para a intensificacdo do efeito estufa, e uma
das principais causas deste desequilibrio seria a queima de combustiveis de
origem féssil (Ferrari et al., 2005; Oliveira et al., 2008).

Neste contexto, o mundo procura cada vez mais por alternativas a
matriz energética baseada no petréleo. Um dos pontos referente a isso esta na

elevacdo dos precos do petrdleo e a crescente preocupacdo ambiental em

relacdo as emissdes de gases levando ao surgimento do biodiesel como uma
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alternativa ao 6leo diesel (Meher et al., 2006, Sharma et al., 2008, Balat e
Balat, 2010).

O uso de energias limpas e renovaveis, mais do que uma necessidade,
€ uma obrigacdo diante do quadro assustador apresentado pela Organizacéo
das Nag¢Oes Unidas (ONU) sobre o futuro no Planeta. Diversas nacoes, dentre
elas, os Estados Unidos, os paises da Comunidade Europeia e a Argentina,
estdo desenvolvendo tecnologias e estimulando o consumo de combustiveis de
fontes alternativas, destacando-se neste contexto o biodiesel, com o objetivo
de diminuir a emisséo de carbono e enxofre (Teixeira, 2012).

Em um mundo onde ndo ha mais possibilidade de crescimento sem
preocupacdo com a natureza, os combustiveis derivados de fontes renovaveis
assumem uma posicao estratégica. Diante deste cenario, a agroenergia tem
sido apontada como o grande caminho. Levando em consideracdo uma série
de aspectos, o Brasil se apresenta como um campo fértil para a exploracéo
desses novos potenciais (Serra, 2007).

O Brasil possui grande destaque a partir do seu potencial de producéo
de etanol e mais recentemente o biodiesel proveniente das mais diversas
fontes de oleaginosas. O biodiesel, diante da grande diversidade de matérias
primas, pode ser obtido em qualquer regido do Brasil atribuindo uma
versatilidade muito ampla para esse biocombustivel (Oliveira et al., 2008,
Aradjo et al., 2013).

O Pais, alias, & apontado como um dos unicos no mundo que reune
todas as condi¢des para produzir as matérias primas necessarias dentro do
propdsito de suprir a demanda por energias limpas e renovaveis.

As opc¢Oes de fontes oleaginosas para producédo do biodiesel variam
conforme as regides brasileiras atendendo as condi¢cdes especificas de clima,
solo, infraestrutura, arranjo produtivo, entre outros aspectos (Serra, 2007).

Entre as diversas vantagens da utilizacdo do biodiesel, destaca-se o
fato de ser isento de enxofre, ter maior valor agregado que o diesel de petroleo
e oferecer um maior nimero de empregos no campo.

Além disso, um dos grandes responsaveis pelo crescente interesse do

emprego dos biocombustiveis reside no aspecto ambiental. Os ésteres
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produzidos a partir de gorduras animais e de O6leos vegetais, denominado
biodiesel, podem propiciar reducdes significativas no teor de monoéxido de
carbono e nas emissfes de material particulado e de hidrocarbonetos. Por
exemplo, tomando-se por base o uso de biodiesel puro (B100) produzido com
Oleo de soja, constatam-se reducbes de monodxido de carbono (CO) em 48%,
diéxido de enxofre em 100%, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (HPAS)
(80-90%), de material particulado (MP) em 47%, e dos hidrocarbonetos totais
(HC) em 67% (Szybist et al., 2005, Wu e Leung, 2011, Talebian-Kiakalaieh et
al., 2013).

Comparado ao Oleo diesel derivado de petréleo, o biodiesel pode
reduzir em 78% as emissfes liquidas de gas carbbnico, considerando-se a
reabsorcéo pelas plantas. Além disso, 0 mesmo reduz em 90% as emissdes de
fumaca e praticamente elimina as emissfes de 6xido de enxofre (Demirbas,
2007).

O biodiesel esta atualmente em evidéncia mundial por ser uma fonte
renovavel de energia e pelos beneficios ambientais gerados pelo seu uso, tem
sido considerado um combustivel alternativo limpo, e seu principal beneficio
para 0 meio ambiente reside na reducdo significativa nas emissdes de
poluentes atmosféricos (Gerpen, 2005; Canakci e Gerpen, 2001; Huang et al.,
2010).

Outra grande vantagem é que durante a producao agricola que origina
a matéria prima para o biodiesel, ocorre a captura de CO, para a fotossintese
onde a emissdes totais de diéxido de carbono e gas metano proveniente do
biodiesel sao significativamente menores em comparacdo ao uso de diesel
derivado de petréleo.

O biodiesel € um combustivel biodegradavel que apresenta um alto
namero de cetanos, ndo é toxico e ndo contém enxofre e aromaticos,
eliminando completamente as emissfes finais de 6xido de enxofre, que é o
principal componente da chuva acida (Ma & Hanna, 1999; Knothe et al., 2006).

A significativa reducdo desses poluentes nas emissfes deste

biocombustivel faz com que 0 mesmo seja mais seguro para as pessoas, pois
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melhora a qualidade do ar, contribuindo assim para a diminuicdo da incidéncia
de doencas respiratdrias nos centros urbanos.

Assim o biodiesel pode ser um importante produto para exportacéo e
para independéncia energética nacional, associada a geracdo de emprego e
renda nas regides mais carentes do Brasil (Holanda, 2004; Guarieiro, 2006).

3.2. BIODIESEL

Biodiesel se refere a um diesel equivalente, combustivel transformado
derivado de fontes biologicas, sendo esta uma fonte energética biodegradavel,
renovavel com baixa producdo de gases poluentes (Demirbas, 2008b, Lam et
al., 2010, Yang et al., 2013).

Também denominados metil ou etil ésteres de 6leos vegetais, 0
"biodiesel" é considerado um possivel candidato como combustivel alternativo
para motores diesel. O termo biodiesel € dado como nome ao Oleo vegetal
transesterificado empregado como combustivel para motores diesel (Demirbas,
2002, Badday et al., 2012).

Neste sentido, tem-se demonstrado um interesse na utilizacdo de 6leos
vegetais para a fabricacdo de biodiesel devido a sua natureza menos poluente.
Os 6leos vegetais sdo ésteres de acidos graxos, que contém trés cadeias
carbdnicas ligadas a um radical de glicerina. Quando submetidos ao processo
de transesterificacdo — reacdo quimica do Oleo vegetal com o metanol ou
etanol — na presenca de um catalisador, geram a glicerina como coproduto e
transformam-se em biodiesel, um combustivel que, além de biodegradavel,
possui caracteristicas muito similares ao 6leo diesel de petréleo (Ma e Hanna,
1999; Ghadge Raheman, 2006; Babajide et al., 2010)

Entretanto, em relacdo ao alcool utilizado nas reacdes de producéo de
biodiesel Demirbas (2003) menciona em seu trabalho que o etanol deveria ser
mais utilizado no processo de transesterificacdo quando comparado com
metanol, porque o etanol é um produto agricola, renovavel e biologicamente
menos ofensivo ao meio ambiente e também proporciona um biodiesel com

maior indice de cetano e maior lubricidade (Quintella et al., 2009).
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Kumar et al. (2010) e Hanh et al. (2009) justificam em seus trabalhos a
utilizacdo de etanol a fim de reduzir o risco associado com a utilizacdo de
metanol devido a sua elevada toxicidade em reacfes em processo batelada.
Segundo os autores o etanol tem também mais atomos de carbono que o
metanol, o que pode fornecer maior poder calorifico no meio reacional. No
entanto, a transesterificacdo usando etanol tem sido relatada ser ligeiramente
inferior devido ao seu peso molecular maior (Badday et al., 2012).

Assim, a rota metilica € mais utilizada e consolidada, mas requer
manipulacdo adequada do metanol, pois este € um produto bastante toxico e
obtido geralmente de matéria prima de origem fossil (Quintella et al., 2009).

O biodiesel demonstra ser tecnicamente competitivo oferecendo
vantagens sobre o combustivel convencional derivado de petréleo podendo ser
considerado um substituto do diesel. E um combustivel biodegradavel derivado
de fontes renovaveis. Sao ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos,
obtidos a partir da reacdo de transesterificacdo de triglicerideos (Badday et al.,
2012).

A transesterificacdo consiste na reacao dos triglicerideos presentes nos
Oleos vegetais ou gorduras animais com alcool (metanol ou etanol) em
presenca de catalisador, como demonstra a Figura 1 (Demirbas, 2005; Patil e
Deng, 2009; Demirbas, 2003b; Meher et al., 2006; Pinto et al., 2005; Ferrari et
al., 2005, Lam et al., 2010, Yaakob et al., 2013)

Figura 1. Representacao da reacdo de alcoolise de triglicerideos.

R1 o o R HO
\c PN S 1 .
/
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ESTERES DE ALQUILA

R: geralmente metila (-CH3) ou etila (-CH2CH,)
Ri, Rz, Ra: radicais provenientes dos acidos graxos que constituiam os triglicerideos do 6leo ou gordura.

(Fonte: Rodrigues, 2007).
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Esse processo separa dos Oleos os compostos soélidos, que séo
removidos através de decantacao, tornando o 6leo resultante (biodiesel) menos
viscoso que o Oleo cru. Essa diminuicdo da viscosidade evita a ocorréncia de
problemas operacionais nos motores diesel, como o acumulo de material em
partes do motor. Além disso, o subproduto dessas reacdes — a glicerina — €
uma substancia com razoavel valor agregado, usado principalmente por
indUstrias farmacéuticas, de cosméticos e de explosivos (Pereira, 2009).

Oleos vegetais, também conhecidos como triglicerideos, estdo se
tornando uma das matérias-primas renovaveis mais promissoras para
producdo de biodiesel por causa de seus beneficios ambientais (Demirbas,
2005, Leung et al., 2010; Tan et al., 2011, Yaakob et al., 2013).

Oleos vegetais comestiveis, como 6leo de canola, soja, palma,
girassol, milho e 6leos residuais de fritura tém sido utilizados para a producéo
de biodiesel onde se verificou ser considerado como um bom substituto do
diesel (Banerjee e Chakraborty, 2009; Wen et al., 2010, Tan et al., 2011,
Talebian-Kiakalaieh et al., 2013, Gharat e Rathod, 2013, Liu et al., 2014).

Véarios paises procuram diferentes tipos de Oleos vegetais para
producdo de biodiesel, com intuito de substituir, a0 menos parcialmente, o
diesel de petrdleo. Mas essas variedades de oleaginosas dependem das
condic¢des climéticas e do solo. Por exemplo, nos Estados Unidos usam 0leo de
soja, na Europa utiliza-se 6leo de girassol e de colza, no sudeste da Asia
utiliza-se oleo de palma e nas Filipinas utiliza-se 6leo de coco para producéo
de biocombustivel (Barnwal e Sharma, 2005).

De acordo com Balat e Balat (2010), uma pesquisa em 226 paises
mostrou que paises como Malasia, Indonésia, Argentina, Estados Unidos,
Brasil, Holanda, Alemanha, Filipinas, Bélgica e Espanha apresentam grande
potencial para producgdo de biodiesel devido as suas vastas fontes de matérias
primas oleaginosas.

Assim € conhecido que o0s Oleos vegetais sdo candidatos como

combustiveis alternativos para os motores a diesel, por apresentar um elevado
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poder calorifico. Entretanto, o uso direto destes 6leos vegetais nos motores
conduz a varios problemas.

Entre eles a elevada viscosidade dos 6leos, que sao cerca de 10 vezes
maiores que a do diesel, ocasionando com isso uma baixa atomizacdo do
combustivel, combustdo incompleta, baixa volatilidade e queima, levando a
carbonizacdo dos injetores de combustivel. Estas desvantagens, juntamente
com a utilizagdo de Oleos vegetais insaturados, podem resultar em danos ao
motor.

No entanto, essas desvantagens podem ser minimizadas através da
modificacdo quimica dos Oleos gerando-se o0 biodiesel, o qual tem
caracteristicas semelhantes ao diesel (Knothe, 2005; Barnwal e Sharma, 2005;
Singh, 2010, Lam et al., 2010, Huang et al., 2010, Araujo et al., 2013, Yang et
al., 2013).

A Tabela 1 destaca a composicao de alguns acidos graxos de oleos
vegetais e gorduras como promissores a producao de biodiesel.

Os acidos graxos, conhecidos como unidades fundamentais da maioria
dos lipideos, sédo acidos organicos, possuindo entre 4 atomos a 24 atomos de
carbono. Eles podem ser de cadeias curtas (4 a 6 atomos de carbono), de
cadeias médias (8 a 12 atomos) ou de cadeias longas (mais do que 12). Além
do tamanho da cadeia de carbono, os &cidos graxos se diferenciam pelo
namero e pela posi¢cdo das insaturacfes. Quase todos possuem numero par de
atomos de carbono. Os mais abundantes sdo os com 16 carbonos (palmitico)
ou 18 carbonos (estearico), respectivamente encontrados na maioria dos 6leos
vegetais (Colette e Monnier, 2011).

Percebe-se na tabela apresentada que os acidos graxos palmitico
(16:0) e estearico (18:0) sao os dois acidos graxos saturados mais comuns. Da
mesma forma, oléico (18:1) e linoléico (18:2) sdo os acidos graxos insaturados
mais comuns (Demirbas, 2008b; Nogueira et al., 2010).

Os oleos e gorduras contém diferentes tipos de acidos graxos ligados
ao glicerol, e dependendo do comprimento de sua cadeia e do grau de
insaturacao, € o parametro de maior influéncia sobre as propriedades dos 6leos

vegetais e gorduras animais de onde se originam (Knothe et al., 2006).
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Tabela 1. Composicao de acidos graxos em 0Oleos vegetais e gorduras.

N° atomos de Carbono:insaturacdes
Matéria - prima  16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 Outros

Algodéao 28,7 0 0,9 13,0 57,4 0 0
Papoula 12,6 0,1 4,0 22,3 60,2 0,5 0
Colza 3,8 0 2,0 62,2 22,2 9,0 0
Acafrao 7,3 0 1,9 13,6 77,2 0 0
Girassol 6,4 0,1 2,9 17,7 72,9 0 0
Gergelim 13,1 0 3,9 52,8 30,2 0 0
Linho 51 0,3 2,5 18,9 18,1 55,1 0
Trigo 20,6 1,0 1,1 16,6 56,0 2,9 1,8
Palma 42,6 0,3 4.4 40,5 10,1 0,2 11
Milho 11,8 0 2,0 24,8 61,3 0 0,3
Ricino 1,1 0 3,1 4,9 1,3 0 89,6
Gordura 23,3 01 193 424 2,9 0,9 2,9
Soja 11,9 0,3 4,1 23,2 54,2 6,3 0
Amendoim 11,4 0 2,4 48,3 32,0 0,9 4,0
Avela 4,9 0,2 2,6 83,6 8,5 0,2 0
Noz 7,2 0,2 1,9 18,5 56,0 16,2 0
Améndoa 6,5 0,5 1,4 70,7 20,0 0 0,9
Oliva 50 0,3 1,6 74,7 17,6 0 0,8
Céco 7,8 0,1 3,0 4,4 0,8 0 65,7
Macauba 17,5 2,2 2,7 66,0 11,6 0 0
Fritura (Soja) 11,6 0,21 3,95 25,5 52,9 4,85 0,7

Fontes: Demirbas (2008b); Nogueira (2010), Lam et.al. (2010), Gonzalez (2012)

Conforme destacado neste contexto, o biodiesel substitui total ou
parcialmente o 6leo diesel de petrdleo. E produzido a partir de culturas
oleaginosas (soja, girassol, dendé, mamona, canola, pinhdo manso, 6leo de
fritura, macauba, etc.), podendo ser misturado ao diesel de petroleo em
diversas propor¢bes, sendo utilizado em motores ciclo diesel, méveis ou

estacionarios (Demirbas, 2003; Pinto et al., 2005; Nogueira et al., 2010, Lam et
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al., 2010, Pal e Kachhwaha, 2013; Yaakob et al., 2013; Tabelian-Kiakalaieh et
al., 2013).

No Brasil, os motores do ciclo diesel sdo utilizados prioritariamente em
veiculos pesados de carga (caminhdes, trens, etc.) ou de passageiros (6nibus)
(Abreu et al., 2004)

O nome biodiesel muitas vezes €& confundido com a mistura
diesel+biodiesel, disponivel em alguns postos de combustiveis. A designacdo
correta para a mistura vendida nestes postos deve ser precedida pela letra B
(do inglés Blend). Segundo Pereira (2009) a concentracdo de biodiesel é
informada por meio de uma nomenclatura especifica definida por “BX”, onde
“X” se refere a porcentagem em volume do biodiesel ao qual é misturado ao
diesel do petrdleo.

Por exemplo, 2% de biodiesel ao diesel de petréleo é chamada de B2,
B5 e B20 indicam, respectivamente, as misturas de biodiesel/diesel contendo 5
e 20% de biodiesel e assim progressivamente até o biodiesel puro, B100
(Teixeira, 2012).

Uma das grandes vantagens da mistura de biodiesel com diesel € a
sua adaptabilidade aos motores de ciclo diesel onde este biocombustivel pode
ser usado em motores ja existentes, sem a necessidade de modificacdes
mecanicas para uma propor¢cdo de até 30% de biodiesel para 70% de diesel
(B30). Misturas com porcentagens maiores de biodiesel podem exigir algumas
alteracdes no motor.

Esteres derivados de biodiesel sdo caracterizados pelas propriedades
fisicas do combustivel gerado, incluindo a densidade, a viscosidade, o indice
de iodo, indice de acidez, ponto de névoa, numero de cetano, poder calorifero
de combustéo e volatilidade.

O biodiesel produz uma energia de torque um pouco menor e consome
mais combustivel do que o diesel derivado de petréleo. Entretanto, este
biocombustivel constitui-se em uma energia renovavel, sendo considerado
melhor em termos de reducdo da emissdo da maioria dos poluentes,
capacidade de lubrificacdo, baixo risco de exploséo (para sua ignicdo € preciso

uma temperatura energética acima de 150°C), contribuindo para o ganho
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ambiental reduzindo o efeito estufa, isento de teores de enxofre, elevado ponto
de fulgor (que lhe confere manuseio e armazenamento mais seguros e
diminuindo a possibilidade de produzir vapores de ar/combustivel,) reducédo do
teor de aromaticos, possui melhor qualidade de ignicdo (na mistura
ar/combustivel requer menos oxigénio para combustdo), pois apresenta
elevado teor de cetanos, que € um indicador importante na qualidade do
combustivel para motores de compressao interna (Knothe, 2005; Zappi et al.,
2003; Shuit, 2010, An, et al., 2013).

E um combustivel biodegradavel, sua utilizacdo aumenta a eficiéncia
dos catalisadores. Em relacéo a sua biodegrabilidade o biodiesel € degradado
aproximadamente de 4 a 6 vezes mais rapido que o diesel derivado de
petrdleo, causando menores problemas ambientais em caso de derramamento
acidental dependendo da quantidade derramada (Knothe et al., 2006). Além
disso, traz beneficios sociais da sua producdo, contribui para geracao de
empregos no setor primario reduzindo o éxodo do trabalhador no campo
produzindo em terras cultivaveis uma enorme variedade de fontes de matérias-
primas, além da reducdo da dependéncia do petréleo como Unica fonte
energética (Bala, 2005; Tapanes, 2008).

A reducdo do teor de enxofre do diesel torna este combustivel menos
lubrificante, prejudicando e acelerando o desgaste do motor. O biodiesel é um
combustivel que possui alta capacidade de lubrificacdo. Desse modo, a mistura
de biodiesel e diesel aumenta a lubrificacdo do combustivel, aumentando a
vida util do motor (Fukuda et al., 2001; Pacific Biodiesel, 2012).

No setor de transporte o biodiesel pode ser usado puro ou em mistura
com o combustivel de origem féssil, sendo que, sua aplicacdo em frotas cativas
nos grandes centros, onde os problemas de poluicdo atmosférica sdo mais
relevantes, pode representar uma importante medida para a manutencdo e
melhoria da qualidade do ar, além de contribuir de forma positiva no balanco
dos gases responsaveis pelo efeito estufa e para a geracdo de novos
empregos na area agricola, se levarmos em conta o fato de que eles séo
provenientes de recursos renovaveis de origem vegetal. (Demirbas, 2003b;.
Giannelos et al., 2002; Bondioli, 2004, An, et al., 2013).
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3.3. REGULAMENTACAO DO BIODIESEL

A utilizacdo de 6leos vegetais para fabricacdo de combustiveis de
motores, associado ao 0leo extraido do petréleo €, atualmente, uma pratica no
Brasil. Segundo a Agéncia Nacional de Petrdleo (ANP, 2013), cerca de 45% da
energia utilizada e 20% dos combustiveis consumidos no Brasil séo derivados
de fontes renovaveis. Porém, em todo o mundo, aproximadamente 86% da
energia é proveniente de fontes de energia ndo renovaveis (Araujo et al.,
2013).

Pioneiro no uso de biocombustiveis, o Brasil alcangou uma posicao
almejada por muitos paises na busca de fontes de energia renovaveis e limpas
como alternativas estratégicas ao emprego do petréleo para geracdo de
energia.

De maneira geral, as pesquisas sobre o uso de 6leos vegetais em
motores de ciclo diesel se deram no século XX, e inicio do século XXI, para a
producdo de biocombustiveis. Conforme Lima (2011), pelo menos cinco sdo as
alternativas possiveis de combustiveis que podem ser obtidos da biomassa,
potencialmente capazes de fazer funcionar um motor de ignicdo por
compresséao (ciclo diesel). A classificacdo que agrupa as principais tecnologias
estudadas para substituicdo total ou parcial do derivado de petréleo
resumidamente € a seguinte: 1) In natura; 2) Processados em refinarias
(craqueados ou hidroconvertidos); 3) Transesterificados e, 4) Diluidos em
microemulsédo com etanol ou metanol.

A analise dos aspectos técnicos, econémicos, ambientais e sociais
pode definir a opcdo ideal entre essas formas de utilizacdo do 6leo vegetal
como fonte energética.

Os motores movidos a 6leo diesel exigem que o combustivel tenha
propriedades de lubrificacdo, em razdo do funcionamento da bomba injetora
para que o liquido que escoa lubrifigue adequadamente as suas pegas em
movimento. Caracteristicas estas encontradas no biodiesel derivado de
diferentes fontes de 6leos vegetais e gordura animal. (Holanda, 2004; Ramos
et al., 2003; Dermirbas, 2003; Vicente et al., 2004).
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O processo de padronizacdo deste biocombustivel € indispensavel
para a inclusdo de produtores e consumidores da cadeia produtiva de
biodiesel; para isso ha a necessidade de se adequar as normas da Agéncia
Nacional do Petréleo (ANP). Esta agéncia tem a atribuicdo de regular e
fiscalizar as atividades relativas a producao, controle de qualidade, distribuicao,
revenda e comercializacdo do biodiesel e da mistura Oleo diesel-biodiesel. Isso
significa que somente as refinarias autorizadas pela Agéncia Nacional do
Petréleo (ANP) poderdo proceder a mistura do diesel derivado de petréleo com
0 biodiesel e a consequente comercializacdo através de postos distribuidores
conveniados.

No desempenho dessa fungéo, a Agéncia Nacional do Petroleo editou
normas de especificacdo do biodiesel e da mistura 6leo diesel biodiesel (Lima,
2011).

Em dezembro de 2004, o Governo Federal inseriu o biodiesel na matriz
energética brasileira a partir da criagdo de seu marco regulatério, por meio da
Medida Provisoria 214, convertida na Lei 11.097/2005, publicada no Diario
Oficial da Unido em 13/01/2005.

Segundo esta lei: “O Biodiesel € um biocombustivel derivado de
biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicao por
compressdo ou conforme regulamento para geracao de outro tipo de energia
gue possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem féssil”.

A lei ainda estabelece a obrigatoriedade da adicdo de um percentual
minimo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado ao consumidor, em qualquer
parte do territério nacional.

Conforme definido nesta lei, autorizou-se a mistura de 2% em volume
de biodiesel ao diesel (B2), desde janeiro de 2005, tornando-a obrigatoria em
2008 (Ministério das Minas e Energia, 2004).

A partir de 1° de julho de 2008 o biodiesel passou a ser obrigatério em
todos os postos que revendem O6leo diesel no Brasil. Assim, o Oleo diesel
comercializado em todo o Brasil passou a conter o B3 - mistura de 97% de 6leo
diesel derivado do petrdleo e 3% de biodiesel (regra estabelecida pelo

Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE)). Esta regra passou a vigorar
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seis meses ap0s a implementacdo do B2, aumentando de 2% para 3% o
percentual de mistura.

Em janeiro de 2010, a mistura de 5% - B5 passou a ser obrigatoria.
Esta adicdo de 5% de biodiesel ao diesel de petroleo ndo exige alteracdo nos
motores (caminhdes, 6nibus, tratores, etc.) e os veiculos que utilizem o B5 tém
garantia de fabrica assegurada pela Associacdo Nacional dos Fabricantes de
Veiculos Automotores (Anfavea) (BIODIESEL 2012).

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo (ANP) desde 1° de janeiro de
2010, o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil contém 5% de biodiesel.

Esta regra foi estabelecida pela Resolucdo n° 6/2009 do Conselho
Nacional de Politica Energética (CNPE), publicada no Diario Oficial da Unido
(DOU) em 26 de outubro de 2009, que aumentou de 4 para 5% o percentual
obrigatério de mistura de biodiesel ao éleo diesel.

Porém, em 28 de maio de 2014 foi oficializado o aumento da mistura
obrigatéria de biodiesel no 6leo diesel de petroleo consumido no Brasil,
estabelecendo o B6 como novo padrdo de biocombustivel para todo o pais.
Segundo a Unido, ao final do ano de 2014 estima-se um novo aumento nesta
mistura passando-se de 6 para 7% (B7) a quantidade de biodiesel adicionado
no diesel consumido no pais. (BIODIESEL BR, 2014).

Desta forma, a continua elevacéo do percentual de adicdo de biodiesel
ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel e da experiéncia acumulada pelo Brasil na produgédo e no uso em
larga escala de biocombustiveis.

O Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB) € um
programa interministerial do Governo Federal com o objetivo de implantar, de
forma sustentavel, tanto técnica quanto economicamente, a producéo e uso do
Biodiesel com enfoque na inclusdo social e no desenvolvimento regional,
através da geracdo de emprego e renda produzindo biodiesel a partir de
diferentes oleaginosas e em regides diversas.

Isso se deve a sua abundancia em terras para o cultivo de diversas
fontes oleaginosas e producao de etanol tornando o Brasil o pais com o maior

potencial para producéo de biodiesel.
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A sinergia entre o complexo oleaginoso e o setor de alcool combustivel
traz a necessidade do aumento na producéo de alcool. A producédo de biodiesel
consome alcool etilico, através da transesterificacdo por rota etilica, o que gera
incremento da demanda pelo produto. Consequentemente, o0 projeto de
biodiesel estimula também o desenvolvimento do setor sucroalcooleiro,
gerando novos investimentos, emprego e renda (BIODIESEL 2012).

Assim, além disso, os brasileiros passaram a dar mais valor aos
indicios ambientais e passaram a se conscientizar em relacdo ao aquecimento
global, que esta fazendo com que o tema biocombustivel demonstre destaque
atraindo o foco de novos olhares curiosos e empreendedores.

O Brasil esta entre os maiores produtores e consumidores de biodiesel
do mundo, com uma producéo anual, no ano de 2013, de 2,9 bilhdes de litros e
uma capacidade instalada, no mesmo ano, para cerca de 5,5 bilhdes de litros.
Até julho de 2014 a producéo de biodiesel foi de 1,9 bilhdes de litros, porém
com o aumento da quantidade de biodiesel adicionado no diesel consumido no
pais estima-se que até dezembro de 2014 a producdo de biodiesel no Brasil
ultrapasse 3,6 bilhdes de litros (ANP, 2014).

3.4. PROCESSOS DE OBTENCAO DO BIODIESEL

Entre as principais fontes de triacilgliceréis para producéo do biodiesel
estdo os Oleos vegetais, as gorduras animais e 6leos residuais como 0S
oriundos da fritura de alimentos. Os monoésteres alquilicos de acidos graxos
podem ser produzidos a partir de qualquer 6leo vegetal.

Definido com um substituto natural e renovavel do diesel de petrdleo, o
biodiesel pode ser produzido, entre outros processos, pela alcodlise de Oleos
vegetais ou gorduras animais ou pela esterificacdo de acidos graxos,
empregando alcéois mono-hidroxilados de cadeia curta na presenca de um
catalisador que pode ser homogéneo, heterogéneo ou enzimatico (Kucek et al.,
2007; Sreeprasanth et al., 2006; Cordeiro et al., 2008, Lam et al., 2010, Yaakob
et al.,, 2013, Talebian-Kiakalaieh et al., 2013, Aarthy et al., 2014, Liu et al.,
2014).
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A aplicagdo direta dos o6leos vegetais nos motores é limitada por
algumas propriedades fisicas dos mesmos, principalmente sua alta viscosidade
em torno de 10-20 vezes maior que o biodiesel correspondente levando a
sérios problemas operacionais como: ocorréncia de gomas durante a
estocagem dos Oleos e diminuicdo da eficiéncia de lubrificacdo devido as
reacoes de oxidacdo e polimerizagdo dos mesmos, obstrucdo dos filtros de
6leo e bicos injetores, sua baixa volatilidade, seu carater poli-insaturado que
implicam em alguns problemas no motor, comprometimento de sua
durabilidade e aumento em seus custos de manutencdo, bem como em uma
combustdo incompleta podendo levar a producao de acroleina, uma sustancia
altamente toxica e cancerigena, formada pela decomposi¢ao térmica do glicerol
(Encinar, 1999; Demirbas, 2002; Ramos et al., 2011).

A reacdo de transesterificacdo representa uma solucdo para o
problema da viscosidade dos 6leos vegetais produzindo monoésteres alquilicos
(biodiesel) com viscosidades cinematicas da ordem de 4 & 5 mm?/s, muito
préximas & do diesel de petréleo, que apresenta valores de 1,8 & 3,0 mm?/s,
enquanto os 6leos vegetais apresentam de 27 & 35 mm?/s. Desta forma, a
utilizacdo de biodiesel pode dispensar varias adaptacdes dos motores, como a
utiizacdo de sistemas de injecdo de alta pressdao ou pré-aquecimento
(Schuchardt e Ribeiro, 2001; Knothe et al., 2006; Ramos et al., 2011).

Vérios métodos que estdo atualmente disponiveis tém sido
estabelecidos para a producdo de biodiesel. A modificacdo de 6leos vegetais
brutos traz beneficios de modo a reduzir as suas viscosidades obtendo assim
um produto com propriedades adequadas para ser utilizado como um
combustivel de motores (Koh e Ghazi, 2011).

Ha varios processos disponiveis para esta modificagdo produzindo
desta maneira um biodiesel de melhor qualidade. Dentre os processos mais
investigados a fim de melhorar o biocombustivel derivado de 6leos vegetais
podem ser destacados as micro-emulsdes, craqueamento catalitico térmico e
transesterificacdo (Yaakob et al., 2013, Leung et al., 2010; Jain e Sharma,
2010; Ma e Hanna, 1999, Fukuda et al., 2001). A Tabela 2 apresenta uma
breve descrigdo destes processos com suas vantagens e desvantagens.
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Tabela 2. Diferentes métodos para producéo de biodiesel
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Método Definicdo Vantagens Desvantagens Reférencias
Micro-emulsao Uma disperséo coloidal de Melhora os Gera um Shoo e Das,
equilibrio em um fluido padrdes de menor nimero 2009;
opticamente isotropico de pulverizacdo de cetano e Zubr, 1997.
microestruturas com durante a baixo teor de
dimensdes geralmente combustéo e energia.
entre 1-150 nm formado reduz a
espontaneamente a partir viscosidade do
de dois liquidos imisciveis combustivel.
e um ou mais anfifilos
ibnico ou n&o-idnico.
Craqueamento A conversdo da Produz um Elevado custo Santos et al.,
térmico (Pirdlise) substancia de cadeia combustivel energeético. 2009; Saraf e
longa e saturada (a base quimicamente Tomas, 2007;
de biomassa) para semelhante a Singh, 2009;
biodiesel por meio de gasolina e ao Srivastava e
calor. diesel derivado Prasad, 2000.
do petroleo.
Transesterificagdo Reacgédo de um 6leo ou Renovabilidade; Desperdicio Schinas et al.,
gordura com um alcool na ndmero maior de 2009; Maceiras
presenca de catalisador de cetano; subprodutos et al., 2009;
para formacéo de ésteres  baixas emissfes (glicerol e Goodrum et al.,
e glicerol. de poluentes e aguas 2003; Bajaj et
uma maior residuais). al., 2010;
eficiéncia de Marchetti e
combust&o. Errazu, 2010;
Rios et al.,
2011, Somnuk
etal., 2012;

Gude e Grant
2013; Aarthy et
al., 2014; Haigh

etal., 2014.
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3.4.1. Transesterificacéo

O surgimento da transesterificacdo pode ser datado de 1846, quando
Rochieder descreveu a producéo de glicerol pela etandlise de 6leo de mamona.
Desde aquele momento, o processo de alcodlise tem sido largamente estudado
(Dalla Rosa, 2006).

De acordo com Demirbas (2003), embora existam varios modos e
processos para converter Oleos vegetais em combustivel, o processo de
transesterificacdo se encontra como o mais viavel método de modificagdo de
Oleos vegetais.

Atualmente este é o principal método de produgédo do biodiesel. Neste
processo, um mol de triacilglicerol reage com trés moles de alcool, usualmente
metanol ou etanol, na presenca de um catalisador, que pode ser homogéneo
(empregando catalisador basico ou acido), heterogéneo (zedlitas ou argilas) ou
enzimatico (lipases) para formar ésteres e glicerol (Narasinharao et al., 2007;
Ranganathan et al., 2008; Lam et al., 2010 Cordeiro et al., 2011; Koh e Ghazi,
2011, Chesterfield et al., 2012, Aradjo et al.,, 2013 Gharat e Rathod, 2013,
Aarthy et al., 2014, Haigh et al., 2014).

Conforme a literatura, nesta reacdo estequiométrica, 1 mol de um
triacilglicerol e 3 mol do alcool, resultam na producéo de 3 mol de ésteres e 1
mol de glicerol (Meher et al. 2006, Yaakob et al., 2013).

A razdo molar estequiométrica de alcool e 6leo na transesterificacédo €
de 3:1 (trés moles de alcool para um mol de éleo), porém, um amplo excesso
de &lcool, usualmente 6:1 ou 12:1, é utilizado para deslocar o equilibrio quimico
a fim de maximizar a producao de ésteres graxos (Cordeiro et al., 2011; Ramos
et al., 2011, Yin et al., 2012).

O rendimento em ésteres na transesterificacdo pode ser afetado por
diversos fatores, incluindo o tipo de catalisador (acido, alcalino ou enziméatico),
matéria-prima empregada, razao molar entre alcool/0leo vegetal, temperatura,
pureza dos reagentes (principalmente indice de agua) e de acidos graxos livres
afetando diretamente a taxa de reacdo (Holanda, 2004; Agarwal, 2007,
Schuchardta et al., 1998, Badday et al., 2012).
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A transesterificacdo de 6leos vegetais ou gorduras animais, também
denominada de alcodlise, pode ser conduzida por uma variedade de rotas
tecnoldgicas, em que diferentes tipos de catalisadores podem ser empregados
(Ramos et al., 2003).

O objetivo do processo de transesterificacdo € diminuir a viscosidade
do 6leo, melhorando o desempenho do mesmo em motores movidos a diesel
(Demirbas, 2002; 2008b).

Quimicamente, a transesterificacdo é uma reacdo de um &lcool
(metanol, etanol, propanol ou butanol) e um triglicerideo. Entretanto, o metanol
e 0 etanol séo os alcodis mais empregados neste processo (Macedo e Macedo,
2004).

O Brasil apresenta uma vantagem em relacdo aos paises europeus
que utilizam metanol na producéo do biodiesel, pois utiliza etanol que, além de
apresentar menor toxicidade para a populacdo, é de facil manuseio e
proveniente de fontes naturais renovaveis (cana-de-acucar) obtendo-se assim
um biodiesel 100% natural. O metanol, por outro lado, é obtido a partir do
petréleo, o que torna o produto final, biodiesel, uma fonte de energia nao
totalmente renovavel.

Além disso, o etanol é produzido em larga escala no pais por
tecnologia altamente competitiva (Ma e Hanna, 1999; Fukuda et al., 2001,
Zhang et al., 2003; Costa, 2004; Marchetti et al., 2007; Benedict et al., 2003).

A transesterificacdo é uma reacao reversivel que ocorre em trés etapas
reacionais com formacdo de produtos intermediarios. O primeiro passo é a
conversdo de um triglicerideo a um diglicerideo, seguido pela conversédo de um
diglicerideo a monoglicerideo e de monoglicerideo para glicerol, gerando uma
molécula de éster de cada glicerideo a cada fase da reacao (Rodrigues, 2009;
Badday et al., 2012; Veljkovic et al., 2012; ), conforme representado pela Figura
2.
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Figura 2. Reacdes intermediarias da reacéo de alcodlise de triacilglicerdis.
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O processo de transesterificacdo reduz o peso molecular para
aproximadamente 1/3 em relacdo aos triglicerideos, diminui significativamente
a viscosidade, melhorando a volatiidade. Apés a reagdo, os produtos
consistem em uma mistura dos ésteres de &cidos graxos, glicerol, alcool,
catalisador e uma porcentagem baixa de tri-, di- e monoglicerideos (Pinto et al.,
2005).

A transesterificacdo pode ser catalisada por sitios 4cidos ou bésicos,
em meio homogéneo ou heterogéneo. Entretanto, a utilizagéo de catalisadores
basicos na transesterificacdo de Oleos com elevado indice de acidez, ou
umidade, pode gerar uma reacdo de saponificacdo, que € uma reacao paralela
e indesejada por consumir muito catalisador e formar emulsbées no meio
reacional (Dossin et al., 2006; Serio et al., 2006; Demirbas, 2009; Gog et al.,
2012; Yaakob et al., 2013). A Tabela 3 apresenta algumas vantagens e

desvantagens de catalisadores usados para producéo de biodiesel.
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Tabela 3. Vantagens e desvantagens de catalisadores usados na producao de

biodiesel.
Tipo Catalisador Vantagens Desvantagens Reférencias
Alcalino NaOH, KOH Elevada atividade Requer dleos com baixa Thanh et al., 2010,
Homogéneo catalitica, baixo custo, quantidade de acidos Hingu et al., 2010,
cinética favoravel, graxos, condi¢des anidras, Gude e Grant,
condic¢des de operacao saponificacéo, formagdo de 2013, Maddikeri et
simples. emulsao, descartavel. al., 2013, Yin et
al., 2014, Sakai et
al., 2009; Azcan e
Danisman, 2007,
Dias et al., 2008.
Heterogéneo CaO, CaTiOs, N&o corrosivos Requer dleos com baixa Qian et al., 2008;
CazrOg, benéficos guantidade de acidos Kawashima et al.,
KOH/AIL,O3, ambientalmente, graxos, condi¢@es anidras, 2009; Lukic et al.,
Zedlitas, reciclaveis, facil requer elevada razdo molar ~ 2009; Noiroj et al.,
Alumina/Silica separacdo, alta alcool/6leo, reagdes em 2009, Hindryawati
suportada K,COs, seletividade, boa temperatura e pressao e Manian, 2015,
K3PO,, NazPO, durabilidade do elevadas, alto custo, baixa Pukale et al., 2015
catalisador. difuséo.
Acido H,SO, Catalisa Corrosao de equipamentos,  Canakci e Gerpen,
Homogéneo concentrado simultaneamente mais residuo para 1999; Canakci e
reagOes de esterificacdo  neutralizacao, dificuldade de  Gerpen, 2003, Ma
e transesterificacdo sem reciclo, longos tempos de e Hanna, 1999.
formacao de sabéo reacao.
Heterogéneo ZnOl/l,, ZrO,ISO%, Catalisa Baixa atividade catalitica, Kurkarni et al.,
TiO,/SO%, simultaneamente difus&o limitada, baixa 2006; Di Serio et
Fosfato de reagOes de esterificacao concentragéo de sitios al., 2007; Silva et
vanadio, acido e transesterificacéo, acidos, alto custo, baixa al., 2008.
nidbico, Amberlist reciclavel, benéfico ao microporosidade
-15. meio ambiente.
Enzimas Lipase Candida Evita formacao de Alto custo, desnaturagao em Liu et al., 2014,

antarctica B,
Lipase
Rhizomucor

mieher.

sabao, facil purificacéo,
ndo poluente, elevada

seletividade.

Haigh et al., 2014,
Trentin et al., 2014
Hama et al., 2013,
Chesterfield et al.,
2012, Rios et al.,
2011, Maceiras et
al., 2009, Dizge et
al., 2009; Dizge e
Keskinler, 2008;
Shimada et al.,
2002

temperaturas e pHs

elevados.
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De acordo com Akgun e lyscan (2007), dentre os fatores que interferem
no rendimento da reacéo de transesterificacdo, pode-se citar: tipo e quantidade
de catalisador, tempo e temperatura de reacao, razdo molar de 6leo:alcool, teor
de &cidos graxos livres e agua nos substratos, intensidade de agitacao,
solubilidade entre as fases e natureza do alcool. No entanto estas variaveis vao

depender necessariamente da metodologia empregada.

3.4.2. Catalise Enzimatica e Imobilizacéo

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas
como catalisadores em diversas reacfes de biotransformacfes, sendo
consideradas versateis biocatalisadores, existindo um processo enzimatico
equivalente para cada tipo de reacdo organica (Dalla-Vecchia et al., 2004).
Além disso, os biocatalisadores destacam-se por acelerar a velocidade de uma
reacdo bem como a utilizacdo em condicbes brandas, podendo em alguns
casos catalisar reacdes nos dois sentidos, além de apresentar seletividade
quanto ao tipo de reacdo que catalisam e gerar menor quantidade de residuos
ao final do processo (Faber, 2000; Hansan et al., 2006, Fukuda et al., 2008,
Lam et al., 2010).

A catdlise enzimatica utiliza enzimas como biocatalisadores. As lipases
(triacilglicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) constituem um grupo de enzimas
que vém se destacando cada vez mais no cendrio da biotecnologia enzimética,
devido a sua vasta versatilidade de aplicacbes, permitindo a catalise de
reacoes de hidrélise de triglicerideos em glicerol e acidos graxos livres na
interface lipidio-agua (Brigida et al., 2008; Rodrigues et al., 2008), além de
reacoes reversas como esterificacdo, transesterificacdo, amindlise e
lactonizacdo (Paques e Macedo, 2006; Yin et al., 2006, Ribeiro et al., 2011).

As enzimas hidroliticas tais como as lipases, sdo as mais comumente
usadas na quimica organica constituindo o mais importante grupo de
biocatalisadores para aplicagdes biotecnolégicas (Bon et al., 2008). As razdes
para que estas tenham grande interesse atrativo a industria deve-se a sua

ampla disponibilidade, relativo baixo custo, condi¢cdes suaves de sintese,
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facilidade de utilizagdo bem como a ampla especificidade por determinados
substratos, grupo funcional especifico, estéreo especificidade em meio aquoso
e a nao necessidade de cofatores (substancias organicas ou inorganicas
necessérias ao funcionamento das enzimas) (Dalla-Vecchia et al., 2004, Gupta
et al., 2004, Mamuro et al., 2001, Lerin et al., 2014; Christopher et al., 2014).

Dependendo da fonte, as lipases podem ter massa molecular variando
entre 20 e 75 kDa, sdo usualmente estaveis em solu¢cdes aquosas neutras a
temperatura ambiente apresentando, em sua maioria, uma atividade étima na
faixa de temperatura entre 30 e 40°C. Contudo, sua termoestabilidade varia
consideravelmente em funcéo da origem, sendo as lipases microbianas as que
apresentam maior estabilidade térmica (Castro et al., 2004).

Entretanto, a viabilidade da utilizacao industrial destes biocatalisadores
esta diretamente ligada a dois fatores principais: potencial catalitico na reacéo
e estabilidade as variaveis impostas pelo processo como pH e temperatura
(Brigida, 2008).

Embora o uso de enzimas como catalisadores apresentem alguns
inconvenientes, associados principalmente com menores taxas de reacao,
custos mais elevados e perda de atividade ou inibicdo enzimatica, a rota de
catdlise via enzimatica para a producdo de alguns produtos como o biodiesel é
atualmente considerado como uma alternativa ecoldgica (Christopher et al.,
2014).

Porém, apesar da alta eficiéncia catalitica das enzimas, fatores ligados
ao custo e estabilidade limitam, muitas vezes, a utilizacdo destes
biocatalisadores. O uso de um catalisador relativamente caro como uma
enzima exige, em muitos casos, sua recuperacdo e reuso para se ter um
processo economicamente viavel (Fernandez-Lorente et al., 2007).

Neste sentido, as enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores
guimicos, fisicos ou biolégicos, podendo ocorrer quando estocadas ou durante
0 uso. Para que a catalise seja eficiente em um determinado processo, ha
necessidade de proteger as enzimas da interacdo com o solvente, meio no qual
€ realizada a reacdo, pois 0 mesmo pode provocar a sua inativacao,

impossibilitando a catélise da reagcdo. Frente a este problema, a técnica da
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imobilizacdo é utilizada para fornecer estabilidade, facilitar sua recuperacdo e
reutilizacdo (Villeneuve et al.,, 2000). Além disso, a atividade catalitica da
enzima imobilizada pode ser aumentada por screening ou selecdo de
microrganismos tolerantes aos diversos alcodis utilizados na producdo de
produtos como o biodiesel através do uso de engenharia genética (Peralta et
al., 2012).

Segundo Brigida (2008), enzimas imobilizadas sdo aquelas que se
encontram ligadas covalentemente ou ndo em um suporte que possa proteger
a capacidade catalitica da enzima.

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que n&do sejam afetadas durante o
processo, em comparacao a sua forma livre (Dalla-Vecchia et al., 2004).

De forma geral, os métodos de imobilizacdo enzimatica podem ser
agrupados em dois grandes grupos ou categorias, baseadas na quimissorcéo
(adsorcdo, ligacGes ibnicas, ligacdes covalentes) ou nha retencdo fisica
(trapeamento e encapsulamento) (Lee et al., 2009; Tzialla et al., 2010; Huang
et al., 2011; Prlainovi c et al., 2011; Tran et al., 2012; Yagiz et al., 2007).

Entretanto, a atividade catalitica e outras caracteristicas das enzimas
podem mudar dependendo do tipo de retencdo (quimica ou fisica), da forca da
interacdo entre a enzima e o suporte utilizado, que pode em alguns casos
causar distor¢cdes estruturais da proteina alterando a sua atividade catalitica,
podendo esta aumentar ou diminuir devido a fragmentagcdo do suporte pela
interac&o do sistema de agitagcao e o suporte (Yadav e Jadhav, 2005; Gomes et
al., 2006). Um dos beneficios da tecnologia reacional com o uso de enzimas
imobilizadas é a possibilidade do desenvolvimento de processos reacionais
continuos, aumentando a produtividade e reduzindo os custos de producdo
(Brigida, 2008).

Outras vantagens é que a enzima passa a ser um catalisador
heterogéneo permitindo a sua reutilizacdo por varios ciclos consecutivos e
facilitando a separacao e extracdo de substratos e produtos do meio reacional
maximizando a eficiéncia do biocatalisador e gerando efluentes livres do

mesmo. Estas vantagens tornam as reacgOes catalisadas por enzimas
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imobilizadas potencialmente competitivas e econdmicas frente ao uso de
catalisadores quimicos, além dos beneficios ambientais (Hass et al., 2006, Tan
et al., 2010).

Técnicas de imobilizacdo tém sido usadas na obtencdo de
catalisadores heterogéneos, visando a producdo de biodiesel. Lipases de
diversas fontes tém sido imobilizadas e usadas na producdo de biodiesel,
porém as mais utilizadas para esta finalidade foram obtidas de Candida
antarctica (Novozym 435) e Thermomyces lanuginousus (Lipozyme TL IM)
(Jegannathan et al., 2008, Antczak et al., 2009, Dizge et al., 2009; Maceiras et
al., 2009; Rodrigues et al., 2011; Rios et al., 2011; Chesterfield et al., 2012).

Segundo Lee et al. (2002) pesquisas tém sido voltadas para a
utilizacdo de lipases na transesterificacdo de moléculas de &cidos graxos de
elevado peso molecular. As lipases imobilizadas podem catalisar de forma
eficaz a reacdo de transesterificacdo do alcool com 6leos vegetais e gordura
animal tanto em sistemas aquosos quanto ndo aquosos, superando o0s
problemas relacionados ao conteudo de agua presente no meio reacional.

Entre as vantagens para o processo de producdo de biodiesel por
enzimas pode-se citar: processo de producao simplificado, menor consumo de
energia durante o processo, pureza mais elevada do glicerol gerado como
subproduto; nao ocorre reagdes indesejadas de saponificacdo ou emusificacéo
do sistema reacional, facil separacao e reutilizacdo de enzimas imobilizadas
(Brun et al., 2011; Peralta et al., 2012).

Dessa forma, a utilizagcdo de lipases imobilizadas como catalisadores
para producdo de biodiesel apresenta grande potencial comparado com o0s
métodos quimicos que fazem uso de catalisadores alcalinos e acidos, tendo em
vista que nenhuma operacdo complexa é necessaria para a separacao do
glicerol e também do biocatalisador. A acdo do uso de lipases sobre ligacdes
ésteres é estudada com o intuito de explorar as vantagens deste biocatalisador
na modificacdo de Oleos e gorduras (Dalla Rosa, 2006; Lam et al., 2010;
Christopher et al., 2014).

A transesterificacdo enzimatica propicia temperaturas amenas de

operacéo, facilidade de separacdo do glicerol gerado como subproduto e a
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purificacdo dos ésteres produzidos é facilmente realizada (Fukuda et al., 2001;
Marchetti et al., 2008).

Na ultima década, uma atencéo especial tem sido dedicada ao uso de
lipases como biocatalisadores para producao de biodiesel (Fukuda et al., 2008;
Gog et al., 2012).

Em geral, as lipases desempenham a sua atividade catalitica em
condicbes mais amenas e com uma variedade de substratos derivados de
triglicerideos, incluindo 6leos vegetais, gorduras e residuos destes 6leos com
elevados teores de acidos graxos livres (FFA). Além disso, a separacdo e
purificacdo do biodiesel catalisado por rota enzimatica sdo muito mais faceis, o
gue resulta num processo ambientalmente correto (Nielsen et al., 2008).

Os pros e contras do uso de lipases como biocatalisadores
comparativamente a catalisadores alcalinos e &cidos para a producdo de
biodiesel estdo resumidos na Tabela 4.

Segundo Balat e Balat (2010), a alcodlise de triglicerideos com uma
lipase imobilizada é considerada uma das reacfes mais eficazes para a
producado de biodiesel visto a sua baixa complexidade reacional, alto rendimeto
do produto final e o baixo impacto ambiental ocasionado frente a outros
catalisadores quimicos.

Além disso, conforme demonstrado na tabela anterior o catalisador
enzimatico apds imobilizado pode ser facilmente recuperado e reutilizado em
reacoes futuras de esterificacdo e transesterificacdo apresentando bons
rendimentos de converséo.

Com estas vantagens, a adsorcao é ainda o método mais amplamente

utilizado para a imobilizagéo de lipases (Tan et al., 2010).
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Tabela 4. Comparativo da tecnologia enzimatica versus tecnologia quimica

(alcalina e acida) para producéo de biodiesel. Fonte: (Gog et al., 2012).

Parametro

Processo enzimatico

Processo alcalino

Processo acido

Teor de &cidos
graxos na matéria-

prima

Os &cidos graxos livres
séo convertidos em

biodiesel

Gera formacéo de sabdo

Os acidos graxos livres
séo convertidos em

biodiesel

Teor de 4gua na

matéria-prima

Nao é prejudicial para a

lipase

Gera formacéo de sabdo.
A hidrélise do 6leo

resulta em saponificacdo

Pode gerar a desativagédo

do catalisador

Rendimento em

Alta, usualmente proxima

Alta, usualmente superior

Elevado (>90%) em altas
razdes molar 6leo/alcool.

Elevada concentragéo de

Biodiesel a 90% a 96% ]
catalisador e altas
temperaturas
Taxa de reacao Baixa Alta Menor que o alcalino
Recuperagédo do .
Facil Complexa Complexa

glicerol

Recuperacao do

catalisador e reuso

Recuperagéo facil,
reutilizacao provada, uso

por varios ciclos.

Recuperagéo dificil,
neutralizada por um acido,
reutilizagéo parcialmente
baixa nas etapas de pos-

processamento.

Recuperagéo dificil, o
catalisador acaba junto
com o subproduto sendo

impossivel o seu reuso

Custo Energético

Baixo, temperatura de

Médio, temperatura de

Alta, temperatura de uso

uso: 20-50°C uso: 60-80°C acima de 100°C
Baixo, mas pode gerar
) ) alto custo do
Custo do catalisador Elevado Baixo

equipamento devido a

corrosao acida.

Impacto Ambiental

Baixo, ndo necessita de
tratamento de aguas

residuais.

Elevado; necessita de
tratamento de aguas

residuais.

Elevado, necessita de
tratamento de aguas

residuais.

A Tabela 5 traz em destaque este método usado para imobilizacédo de

lipases aplicadas para producéo de biodiesel e os rendimentos em ésteres

obtidos por estas lipases.
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Tabela 5. Producao de biodiesel com varias lipases imobilizadas.

38

Método de

. o Lipase Oleo Acil aceptor Rend. (%) Referéncias
imobilizacéo
Du et al., 2004;
Maceiras et al.,
2009; Wang et al.,
2007, Yu et al.,
. Candida Oleo vegetal  Metanol, 1- 2010, Chesterfield
Adsorc¢éo ) _ >90
antarctica e de fritura propanol etal., 2012; Gharat
e Rathod, 2013;
Haigh et al., 2013;
2014; Watanabe et
al., 2000, 2007.
Lu et al., 2007,
Banha de 2008, 2010; Liu et
5 Candida sp. 99- porco, al., 2014; Lv et al.,
Adsorcao Metanol > 87 .
125 residuos de 2008; Nie et al.,
2006.
- Pseudomonas 3 . Iso et al., 2001;
Adsorcéao Oleo Soja Metanol > 87 _
fluorescens Salis et al., 2008;
s A lis et al., 2005;
Pseudomonas Pinhao Etanol, Salls etal., 2005
N . 3 Shah e Gupta,
Adsorcéo cepacia, E. manso e oleo Metanol, > 98 .
y 2007; Kumari et al.,
aerogenes lipase i -
g p de Soja. 2-butanol 2009
Porcine Shah et al., 2004
. . ah et al., ;
pancreatic, Oleo de soja,
. Shieh et al., 2003;
N Rhizomucor girasol, Etanol, _
Adsorc¢éo o o >80 Yesiloglu, 2004,
miehei, pinh&o metanol
Chrombacterium Soumanou e
) manso. Bornscheuer, 2003
viscosum,
. Rodrigues et al.,
Oleo de g
] . Etanol, 2011;Dizge et al.,
Ligacéo covalente Thermomyces babacu e > 97 _
| ) metanol 2009; Freitas et al.,
anuginosus
9 canola 2009
. . Meunier e Legge,
Pseudomonas Oleo de soja, Metanol, 99
Encapsulamento _ o > 60 2010; Noureddini et
cepacia, NS44035 trioleina etanol
al., 2005
L Pseudomonas Oleo de _
Ligacdo cruzada . Etanol > 92 Kumari et al., 2007
cepacia Mahua
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Conforme a tabela apresentada a producdo enzimatica do biodiesel
pode ser realizada usando solventes organicos (geralmente hexano ou
heptano) ou simplesmente usando a mistura dos substratos sem o uso de
solventes (6leos ou gorduras e alcool). Neste ultimo caso, é recomendado que
o alcool seja adicionado em pequenas por¢cdes, de forma a manter baixas
concentracfes do mesmo, evitando assim a inativacdo da enzima. (Aarthy et
al., 2014).

Segundo Demirbas (2008) o aumento da quantidade de alcool
adicionado além da concentracdo considerada 6tima ndo melhora o rendimento
em biodiesel, no entanto, as vezes apresenta-se como um impacto negativo
sobre os custos de recuperagdo do alcool ao final do processo. Elevadas
raz6es molares de alcool em relacdo ao 6leo empregado, podem diminuir ou
inibir a atividade catalitica da lipase além de interferir na separacdo de glicerol
devido a sua solubilidade aumentada pelo alcool usado (Christopher et al.,
2014).

Shimada et al. (2002) apontaram a dificuldade na literatura da
reutilizacdo de enzimas no processo de transesterificacdo observando que o
metanol insolivel é o constituinte da reacdo que inativa irreversivelmente a
lipase mesmo estando imobilizada na razdo molar éleo/metanol 1:1. Dessa
forma eles avaliaram a reacdo de metandlise em duas etapas empregando
lipase de Candida antarctica imobilizada usando 06leos de fritura. Na primeira
etapa foi usado 1/3 de metanol da relagdo molar equivalente e na segunda
etapa 2/3 da relacdo molar equivalente de metanol obtendo rendimentos
maiores que 90% em biodiesel e a lipase imobilizada pode ser utilizada por 100
dias sem diminuicdo de atividade.

Rodrigues et al. (2008) descrevem em seu trabalho que temperaturas
elevadas empregadas em processos quimicos de transesterificacdo melhoram
a miscibilidade entre o metanol e o 6leo. Porém quando se utiliza um
biocatalisador € necessario o uso de temperaturas mais brandas (30°C a 45°C)
e iSso por sua vez acaba nao permitindo uma boa mistura do sistema reacional.

Assim conforme descrito ao longo deste capitulo, a razdo molar de

substrato é uma variavel com grande influéncia na reacdo de sintese de



Capitulo 3 — Reviséao Bibliografica 40

Y

biodiesel. Alcool em excesso a razdo estequiométrica de 3:1 é usado para
assegurar uma alta taxa de reacdo e minimizar as limitacdes de difuséo.

Entretanto, niveis excessivos de alcool podem inibir a atividade da
enzima e assim diminuir sua atividade catalitica ao longo da reacédo de
transesterificacdo. Assim, uma alta raz&o Aalcool:triglicerideo significa uma
maior polaridade do meio, produzida pelo alcool e pela agua. Isso por sua vez
inativa a enzima e, por consequéncia, reduz o rendimento de alquil ésteres
(Rodrigues, 2009; Narasimharao et al., 2007; Mata et al., 2012).

Esteres metilicos de acidos graxos derivados de 6leo de soja foram
obtidos por Xu et al. (2003) com rendimentos de 92% em sistema livre de
solvente usando as lipases de Candida antarctica (Nozozym 435),
Thermomyces lanuginosa (Lipozyme TL IM) e Rhizomucor miehei (Lipozyme
RM IM). Estes rendimentos foram obtidos utilizando-se 30% de enzima em
relacdo a massa de 0leo e com razdo molar metanol/6leo 12:1.

As mesmas trés enzimas foram usadas por Rodrigues et al. (2008) na
alcodlise dos 6leos de soja, girassol e de arroz empregando metanol, etanol,
propanol e butanol. Segundo os autores, cada lipase apresentou uma atividade
de alcoodlise mais elevada com um alcool diferente. Isso se deve a afinidade e
interacdo quimica que cada enzima apresenta por um determinado tipo de
alcool proporcional ao tamanho da cadeia carbonica destes alcodis podendo
assim as enzimas demonstrar um padrdo cinético diferente dependendo do
alcool usado.

Segundo os autores a Novozym 435 se mostra mais ativa na presencga
de alcodis com baixo peso molecular como metanol e etanol, facilitando deste
modo a sua capacidade de catalisar reacdes de metandlise ou etandlise. Ja as
enzimas Lipozyme TL-IM e Lipozyme RM-IM apresentam maiores rendimentos
de conversado quando usado alcodis de elevado peso molecular, possivelmente
indicando que esta enzima é facilmente desativada por substratos com alcodis
de cadeia curta (metanol e etanol).

Novozym 435 apresentou maior atividade de metanodlise na razéo
molar metanol/6leo 5:1. Lipozyme TL-IM apresentou maior atividade na

etandlise, em uma razdo molar etanol/6leo 7:1: e Lipozyme RM-IM apresentou
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maior atividade na butandlise, a uma razdo molar 9:1 butanol/6leo. A
temperatura 6tima para o desenvolvimento das reacdes foi na faixa de 30-35°C
para todas as lipases.

Mais recentemente Maceiras et al. (2009), Hama et al. (2013) e Haigh
et al. (2013) estudaram a producdo enziméatica de biodiesel em 6leo de fritura
por metandlise empregando a lipase Novozym 435 obtendo elevados
rendimentos em ésteres metilicos (89%, 94% e 90%). Segundo os autores o
uso da lipase resulta em uma grande diminuicdo na quantidade de metanol
utiizado em relacdo ao método empregando-se catalisadores quimicos.
Entretanto esta redu¢cdo muda a composi¢cdo do meio reacional resultando em
maior tempo de agitacdo para eliminar as limitacbes de transferéncia de
massa.

Nelson et al. (1998) foram os primeiros a estudar a alcoolise enzimética
de triglicerideos com o objetivo de produzir biodiesel. Neste estudo foram
empregados diferentes 6leos e diferentes lipases em sistema livre de solvente.
Na catélise enzimética a lipase de M. miehei foi mais eficiente para converter
triglicerideos em ésteres utilizando alcool primario com conversdes superiores
a 98% enquanto que a lipase de C. antarctica mostrou-se mais eficiente
utilizando éalcool secundario para conversdo de biodiesel com conversées de
aproximadamente 84%. Neste mesmo trabalho as enzimas foram usadas para
transesterificacdo com os diferentes alcoodis, porém na presenca de hexano
como solvente. Conversdes maximas de 94,8 — 98,5% foram obtidas nas
reagcbes com alcoois primarios, como metanol, etanol, propanol, butanol e
isobutanol e 2-butanol empregando n-hexano como solvente.

Um estudo da producéo de ésteres etilicos de soja utilizando a enzima
comercial Lipozyme IM e n-hexano como solvente é apresentado por Faccio
(2004), tendo reportado 96% de conversado, utilizando uma razdo 6leo e
solvente de 1:40, em aproximadamente 5 horas de reagéo.

Dossat et al. (2002) realizaram estudo comparativo entre o uso e nao
de solvente em um sistema reacional de producao de biodiesel utilizando 6leo
de girassol e lipase comercial imobilizada (Lipozyme IM) como biocatalisador.

Os rendimentos em éster do acido oleico obtidos foram de 60% no meio
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reacional sem a presenca de solvente e 95% de conversdao com 0 uso de
solvente organico.

Shah et al. (2004) realizaram a transesterificacdo de 6leo de pinhéo
manso utilizando as lipases de Chromobacterium viscosum, Candida rugosa, e
de pancreas suino em um sistema livre de solvente. Apenas a lipase de C.
viscosum apresentou um resultado satisfatorio. Entretanto, essa mesma lipase
foi imobilizada em Celite-545 e o0s rendimentos em biodiesel ap6s
transesterificacdo aumentaram de 62% para 71% apos 8 horas de reacao
mostrando que a Iimobilizacdo e a otimizacdo das condicbes de
transesterificagcdo conduziram a bons resultados de rendimento em biodiesel.

Lai et al. (2005) estudaram a producédo de ésteres metilicos do 6leo de
farelo de arroz utilizando duas lipases comerciais imobilizadas, a Novozym 435
e Ml 60. A enzima Novozym 435 mostrou-se mais eficaz, conduzindo a
conversdes superiores a 98% em 6 horas de reacao, utilizando 5% (m/m) da
enzima.

Azocar et al. (2011) investigaram o uso da lipase Novozym 435
empregando um processo de transesterificacdo em meio anidro para producéo
de biodiesel com baixa acidez utilizando 6leo de fritura e metanol. Segundo os
autores um dos principais problemas na producéo de biodiesel catalisada por
lipases é a elevada acidez do produto final, causada principalmente pela
presenca de agua no meio reacional produzindo reacfes paralelas de hidrolise
e esterificacdo ao invés da transesterificacdo dos triglicerideos. A reacdo em
meio anidro ocasionou uma diminui¢cdo tanto no valor acido quanto no teor de
diglicerideos do produto final melhorando consideravelmente o rendimento em
biodiesel.

Embora os processos de transesterificacdo catalisados por enzimas
ainda ndo estdo comercialmente desenvolvidos, novos resultados foram
reportados em artigos recentes empregando diferentes enzimas (Raman et al.,
2008; Talukder et al., 2009, Shao et al., 2008; Shah e Gupta, 2007; Talukder et
al., 2011, Nogueira et al.,, 2010, Rios et al., 2011; Rodrigues et al., 2011;
Chesterfield et al., 2012; Haigh et al., 2014; Liu et al., 2014, Hama et al., 2013;

Gharat e Rathod, 2013). Os aspectos comuns nestes estudos consistem na
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otimizacdo das condicbes reacionais do processo (tipo de solvente,
temperatura, pH, tipo de micro-organismo que produz a enzima, razao molar
alcool/éleo, tempo de reacdo, etc), a fim de estabelecer as caracteristicas
adequadas para um processo de aplicacdo industrial. No entanto, os
rendimentos e tempos da reacdo, ainda sdo desfavoraveis em comparacdo
com os sistemas empregando catalisadores alcalinos. Isso leva a necessidade
do uso de grandes quantidades de catalisadores, 0 que aumenta os custos de
producdo (Demirbas, 2007; Moreau, 2008).

Analisando a literatura, pode-se verificar que em muitos artigos, 0 uso
de catalisadores enzimaticos para producdo de biodiesel empregando lipases
extracelulares na transesterificagdo, tem sido usado como uma alternativa que
ajudaria a superar os problemas que sao continua e comumente associados a
catalise homogénea alcalina.

Este argumento tem sido sistematicamente repetido na literatura,
afirmando que o uso de biocatalisadores é atrativo, pois o biodiesel obtido
enzimaticamente poderia ser usado diretamente sem a necessidade de
nenhuma purificacdo (Fukuda et al., 2001; Rodrigues et al., 2008). Entretanto,
isso deve ser melhor avaliado, uma vez que mesmo se o rendimento de
conversdo em biodiesel fosse 100%, fato incomum na catélise enzimética até o
presente momento, ap0s a separacdo da glicerina, a fase que contém os
ésteres deve ser submetida a evaporacao para a completa remocao do alcool
que foi usado em excesso (Talukder et al., 2006).

Além desses pontos, existem tépicos que precisam ser mais bem
estudados como, por exemplo, o efeito da &gua na reacéo de transesterificacdo
enzimatica. Segundo alguns trabalhos, um contetdo de 4gua minimo de 0,48%
em peso € necessario para promover a ativacao das enzimas (Du et al., 2004;
Oda et al., 2005) em funcéo da formacao de gotas dgua-6leo que aumentam a
area interfacial disponivel. Em contrapartida, o volume minimo de agua para
essa ativacao equivale a pelo menos dez vezes o teor de agua permitido (500
ppm) para o biodiesel nas especificacbes de qualidade, (Dabdoub e Bronzel,
2009) o que poderia tornar necessaria a adicdo de mais uma etapa no

processo, a de secagem do biodiesel.
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Conforme Talebian-Kiakalaieh et al. (2013), a quantidade de agua, tipo
de catalisador enzimatico, temperatura, pH e alcool empregado séo fatores
fundamentais que afetam diretamente o rendimento nas reacdes de biodiesel.

Hsu et al. (2001) investigaram a producédo de biodiesel a partir de
residuos de gordura com dois alcodis (metanol e etanol) e enzima imobilizada
(Pseudomonas cepacia). A transesterificacdo com metanol conduziu a
conversdes (47%-89%) enquanto que com 0 uso do etanol as conversdes
atingiram niveis melhores (84%-94%). Além disso, 0os autores relatam que a
lipase imobilizada usando etanol pode ser utilizada por varias vezes sem sérias
perdas de atividade catalitica.

Tamalampudi et al. (2008) compararam 0 uso da enzima Rhizopus
oryzae imobilizada em particulas de poliuretano e a lipase comercial Novozym
435 na metanodlise de 6leo de pinhdo manso. A presenca de agua no Oleo
demonstrou um efeito positivo na metanolise com a enzima imobilizada com
rendimento maximo em ésteres de 89% com 5% (v/v) de agua; entretanto com
esta quantidade de agua a atividade da lipase Novozym 435 foi inibida.

Outro ponto importante € que em meio aquoso as lipases promovem a
hidrolise, que compete com a transesterificacdo, assim o teor de agua deve ser
cuidadosamente estudado para minimizar a hidrélise e maximizar a atividade
enzimatica para reacao de transesterificacdo (Noureddini et al., 2005, Aarthy et
al., 2014).

Além disso, o custo elevado desses biocatalisadores mesmo na forma
imobilizada ainda faz com que este processo de transesterificacdo seja
restritivo em termos econdmicos para a aplicacdo industrial. Neste caso tem-se
utilizado como justificativa o fato dos catalisadores enziméticos imobilizados
poderem ser reutilizados por varios ciclos sem perda de atividade ou com

perda desprezivel (Jegannathan et al., 2008).
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3.5. EMPREGO DO ULTRASSOM EM REACOES DE
TRANSESTERIFICACAO

Ultrassom é definido como som com frequéncia além da capacidade
perceptivel do ouvido humano. A frequéncia normal do som que pode ser
detectado pela percepcdo humana esta entre 16 e 18 kHz, mas a frequéncia
gerada pelo ultrassom geralmente situa-se entre 20 kHz e 100 MHz (Vyas et
al., 2010, Badday et al., 2012).

Segundo Mason (2002) o ultrassom € uma onda mecanica que esta no
intervalo de frequéncia de 20 kHz a um limite superior que ndo € precisamente
definido, mas geralmente é determinado para os gases em 5 MHz e de 500
MHz para liquidos e solidos. O ultrassom € também definido como um
fenbmeno fisico baseado no processo de criar, aumentar e implodir cavidades
de vapor e gases, em um liquido promovendo efeitos de ativacdo em reacdes
guimicas.

Quando um liquido estd sob influéncia do ultrassom de alta
intensidade, as ondas sonoras se propagam no meio alternadamente,
resultando em intervalos de alta e baixa presséo. Durante um intervalo de baixa
pressdo pequenas bolhas de vacuo sao criadas no liquido. Quando estas
bolhas atingem um volume que ndo podem mais absorver energia, elas
colapsam violentamente gerando o fendémeno denominado cavitacdo
(Hielscher, 2005).

A cavitac&do produz condi¢des locais extremas, como aquecimento em
torno de 5000 K, pressbes de mais de 2000 atm, enormes taxas de
aquecimento e resfriamento (>109 K/s) e fluxos de mais de 400 Km/h
(Stavarache et al., 2005; Suslick e Skrabalak, 2008, Badday et al., 2012).

Esta onda de som de alta frequéncia comprime e estica 0 espagamento
molecular de um meio no qual ela passa. Assim, as moléculas serdo
continuamente vibradas e as cavidades serdo criadas. Como resultado, finas
microbolhas sdo formadas por meio de uma subita expansao e violentamente
colapsadas, gerando elevada energia por efeitos quimicos e mecéanicos
(Colucci et al., 2005).
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Segundo Hielscher (2005) altas aceleragbes implicam em grandes
gradientes de pressao que aumentam a probabilidade da criacdo de bolhas de
Vacuo e consequentemente a quantidade de cavitacdo. A amplitude da
oscilacao é proporcional a intensidade de aceleragéo.

O colapso assimétrico da cavitacdo das bolhas interrompe o limite de
fase e comeca instantaneamente a emulsificacdo. Em sistemas com liquidos
imisciveis este colapso pode promover uma altissima agitacdo devido as
condicdes extremas e as grandes velocidades alcancadas na implosdo das
bolhas que irdo romper o limite de fases originando micro jatos de liquido de
mais de 200 m/s levando instantaneamente desta forma a emulsificacdo do
sistema. A causa para a geracao de micro jatos é a reparticdo assimétrica das
bolhas de cavitag&o. (Babicz, 2009; Ji et al., 2006, Badday et al., 2012).

Conforme é demonstrado na figura 3 as bolhas sdo formadas no tempo
zero e sofrem uma severa degradacéo apds um periodo aproximado de 400 ps.
Pequenas areas de tensdo que séo geradas a partir desses colapsos podem
oferecer a energia necessaria para a maioria das rea¢gées quimicas (Badday et
al., 2012).

Figura 3. Formacao, crescimento e colapso da bolha por cavitacdo em

ultrassom. Fonte: (Badday et al., 2012).

Formagcéo Crescimento Tamanho critico Explosédo da bolha
NV
S MOLIGLIEPE w
/1Y W%
[ [ [ [ 1 g
1] 100 200 300 400
Tempo (us)

Segundo Liu et al. (2008) com o aumento na velocidade de formacéo
de goticulas microscopicas e aumento da superficie de contato e das forcas

coesivas podem ser formadas ainda microemulsdes.
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Para o desenvolvimento das reacdes, as ondas ultrassbnicas séo
geradas por transdutores ultrassbnicos. Esses transdutores sédo feitos de
materiais piezoelétricos que apresentam um fendmeno chamado efeito
piezoelétrico. O gerador de frequéncia transmite um sinal a ceramica
piezoelétrica, que transforma ondas elétricas em ondas mecénicas. As chapas
metalicas que envolvem a ceramica amplificam estes sinais e o transdutor
transmite os impulsos ultrassonoros ao meio reacional (Adewuyi, 2001).

O uso do ultrassom dentro de uma ampla faixa de frequéncia pode ser
dividido em duas grandes areas:

A primeira area envolve ondas de baixa amplitude e altas frequéncias e
trata de efeitos fisicos das ondas no meio, comumente referida como “baixa
energia” ou “ultrassom de alta frequéncia”. Tipicamente, as ondas de alta
frequéncia sdo usadas com propostas analiticas para medir a velocidade e
coeficiente de absor¢cdo das ondas no meio no intervalo de 2 a 10 MHz. Essas
medidas sdo informacdes que podem ser usadas nos diagndsticos de imagem
para medicina e em andlises quimicas.

A segunda grande area envolve ondas de alta energia (baixa
frequéncia), conhecido como ultrassom de alta energia, e encontra-se entre 20
e 100 kHz. E usada para limpeza, solda plastica e, mais recentemente, para
sonoquimica. O intervalo para uso sonoquimico é estendido para 2 MHz com o
desenvolvimento de equipamentos capazes de gerar cavitagdo dentro de
sistemas liquidos em altas frequéncias (Mason, 2007).

A aplicagdo das ondas sonoras de alta poténcia se da nas areas da
biologia (homogeneizagdo, rompimento de células), engenharia (limpeza de
metal, soldagem, refinamento de metal, perfuracdo), industrial (filtracéo,
degaseificacdo, cristalizacédo, dispersao de solidos, emulsificacdo, etc), fisica
(cavitacdo, fenbmeno de ondas acusticas, velocidade do som), polimeros
(polimerizagéo, despolimerizagcdo, degradacdo da massa molecular), entre
outros (Martinez et al., 2000).

Segundo Ji et al. (2006) a tecnologia ultrassénica tem sido reconhecida
como um método eficaz para aumentar a taxa de transferéncia de massa entre

fases imisciveis liquido-liquido no interior de um sistema heterogéneo. Por isso,
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esta técnica tem sido amplamente utilizada em varias reacfes quimicas e
bioldégicas para melhorar o rendimento dentro de um tempo de reacdo mais
curto.

Quanto maior a intensidade, maior o tamanho das bolhas de cavitagcéo
0 que conduz a um aumento da energia liberada durante o colapso. A
propagacdo das ondas ultrassdnicas € atenuada devido a vibracdo das
moléculas do meio de propagacdo, como consequéncia ocorre o abaixamento
da energia dessas ondas. Em liquidos mais viscosos ou com maior tensao
superficial, a cavitacdo € mais dificil de ser produzida. Uma onda de pressao
com maior amplitude (maior intensidade) € necessaria para cavitar o liquido,
com isso a temperatura e pressao de implosao, respectivamente sera maior, 0
que aumenta o efeito do colapso da bolha (Mason, 2002).

Tecnologia ultrassdnica de transesterificacdo tem provado ser um
recurso eficaz de mistura além de proporcionar a energia de ativagao suficiente
para iniciar a reacéao (Singh et al., 2007).

Segundo Talebian-Kiakalaieh et al. (2013), o uso de energia
ultrassénica no processo de producédo de biodiesel é um procedimento novo,
atraente e eficaz para resolver os problemas que sédo enfrentados por métodos
convencionais. A irradiacdo ultrassénica pode aumentar a taxa de transferéncia
de massa entre os reagentes que séao liquidos imisciveis e tem sido empregada
por diversos autores da literatura (Thanh et al., 2010; Babajide et al., 2010;
Hingu et al., 2010; Somnuk et al., 2012; Gude e Grant, 2013; Maddikeri et al.,
2013; Pal e Kachhwaha, 2013; Waghmare et al., 2015; Hindryawati et al., 2015;
Pukale et al., 2015) em uma ampla gama de processos quimicos reduzindo
significativamente o tempo de reacdo e melhorando o rendimento de producéo
de biodiesel. A eficiente mistura do 6leo com o alcool ocasionado pelas ondas
ultrassénica de baixa frequéncia é um dos principais fatores deste aumento na
conversao final (Ji et al., 2006).

Em laboratorio, o biodiesel pode ser produzido em baixas intensidades
com banho ultrassénico (Stavarache et al., 2005; Kelkar et al., 2008), como

também com a ponteira ultrassonica (Ji et al., 2006).
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Segundo Mason (2002) entre as vantagens e desvantagens do banho

ultrassoénico e ponteira ultrassénica podem-se destacatr:

Banho ultrassénico: Vantagens
¢ Equipamento ultrassdnico mais amplamente disponivel,
e Boa distribuicdo de energia através das paredes do vaso de
reacao;

¢ Na&o necessita de uma adaptacao especial para reacao.

Desvantagens:
¢ Intensidade reduzida se comparado a ponteira ultrassénica;
e Frequéncia fixa,
e Controle de temperatura ausente ou, quando existe € de baixa
precisédo (oscilante);
e A posicdo da bandeja de reacdo em banhos pode afetar a

intensidade de sonificacéo.

Ponteira ultrassbnica: Vantagens
e Pode suportar altas intensidades de ultrassom (10-1000 W cm™);

¢ Aintensidade pode ser controlada.

Desvantagens:
e Frequéncia fixa;
¢ Dificuldade no controle da temperatura;
e Pode ocorrer erosdo conduzindo a contaminacao por particulas

metalicas.

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 ultrassonora, e
consequentemente, menor influéncia nos sistemas reacionais. Na sonda, o

transdutor € acoplado na extremidade do equipamento e entra em contato
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direto com o sistema reacional, por isso geralmente € mais eficiente (Barbosa e
Serra, 1992).

O processo de producdo de biodiesel utilizando ultrassom vem como
alternativa ao processo convencional de producéo que emprega agitagdo, uma
vez que as cavitagbes (formacgédo, aumento e implosdo de bolhas no meio
reacional) geradas pelo ultrassom aumentam a miscibilidade entre os
reagentes, fornecem energia necessaria para a reacao reduzindo em até 50%
0 seu consumo, reduzem o tempo de reacdo, reduzem a quantidade de
reagentes (razdo molar 6leo/alcool e quantidade de catalisador), aumentam o
rendimento e a seletividade da reacdo apresentado-se como um processo
simples de purificagdo e separagdo do produto (Yu et al., 2010; Talebian-
Kiakalaieh et al., 2013; Hindryawati et al., 2015; Pukale et al., 2015).

Conforme descreve Vyas et al. (2010) a transesterificacdo empregando
a tecnologia do ultrassom néo s6 reduz o tempo de reacdo, mas também
minimiza a razdo molar de alcool para 6leo utilizada, possibilitando que a
reacdo ocorra com baixissimas concentracdes de catalisador e reduzindo o
consumo de energia em comparacdo com o método convencional de agitacao
mecanica.

Gude e Grant (2013) investigaram o efeito da sonificacdo direta por
probe na conversdo de 6leo de fritura para biodiesel. Na condi¢cdo otimizada
apés tempo de reacdo de 1 minuto, razdo molar alcool/6leo (9:1) e 0,5% (m/m)
de catalisador NaOH obteve-se rendimento em ésteres metilicos de 90%.
Segundo os autores a vantagem da sonificagcdo direta por probe é que elimina
a necessidade de aquecimento externo devido ao aumento da temperatura
gerada durante a mistura, além de a reacéo ser realizada em uma Unica etapa.

Pukale et al. (2015) também destacam em seu trabalho a eficiéncia do
ultrassom no processo de transesterificacdo de O6leo de fritura empregando
KsPO, como catalisador quando comparado ao processo convencional
empreando agitacdo mecanica. Rendimentos em biodiesel de 92% foram
obtidos em tempo de reacdo de 90 minutos, temperatura de 50°C e razéo

molar 6leo/metanol (1:6). Este elevado rendimento pode ser atribuido ao efeito
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cavitacional gerado pelo ultrassom que aumenta transferéncia de massa
formando melhor emulséo entre os dois substratos (6leo/metanol).

Pal e Kachhwaha (2013) investigaram a producdo de biodiesel
empregando 6leo de fritura e ultrassom de baixa frequéncia (28 — 33 kHz). Os
experimentos foram realizados nas condicbes experimentais: razdo molar
alcool/dleo 6:1, 4,5:1 e trés porcentagens (0,5%, 0,75% e 1,0%) do catalisador
KOH. A condicdo otimizada conduziu a rendimentos de 95% em tempo
reacional de 21 minutos, 0,5% de catalisador e razdo molar 4,5:1. Segundo os
autores o biodiesel produzido por energia ultrassbnica mostrou ser um
processo relativamente simples, eficiente, com tempo curto de reacao,
ecoldgico e industrialmente viavel.

Somnuk et al. (2012) realizaram reagéo de transesterificagdo de 6leo
degomado e desacidificado de palma empregando ultrassom de baixa
frequéncia (20 kHz) e poténcia de 100 W. Os resultados das conversfes em
ésteres metilicos com e sem o uso do ultrassom foram comparados e
rendimento maximo de 92,5% em ésteres foram obtidos em tempo reacional
relativamente curto de 6 minutos, temperatura de 45°C e 7 g de catalisador/litro
de o6leo (NaOH). Conversdes de aproximadamente 65% sem 0 uso do
ultrassom foram obtidas ap6s tempo de reacdo de 12 minutos, mostrando
assim que a irradiagcdo do ultrassom reduz o tempo de reacdo e aumenta a

conversdo em ésteres conforme demonstrado na Figura 4.
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Figura 4. Efeito da conversédo de ésteres metilicos com e sem a presenca de

irradiacdo ultrassoénica (45°C, 7 g catalisador NaOH/litro de 6leo).
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Fonte: Somnuk et al., 2012.

Stavarache et al. (2005) observaram a influéncia do ultrassom de baixa
frequéncia (28 e 40 kHz) em uma reagéo de transesterificacdo com razdo molar
alcool/6leo de 6:1 e compararam com 0 processo tradicional em batelada sob
agitacdo de 1800 rpm. Os experimentos foram analisados para dois
catalisadores (NaOH e KOH), os alcoodis empregados nas reagfes foram,
metanol, etanol, n-propanol, isopropanol, n-butanol, iso-butanol e terc-butanol.
Para reac6es com os alcodis secundarios constatou-se que a reacao s6 ocorria
mediante aplicacdo do ultrassom. Ja para alcodis terciarios nao foi observado
conversdo em nenhum caso. Para os demais alcodis, os melhores rendimentos
de um modo geral foram com metanol chegando a conversdes entre 98-99%
com 40 minutos de reacéo utilizando NaOH como catalisador reacional.

Siatis et al. (2006) empregaram o ultrassom para producdo de metil
ésteres de acidos graxos (FAME) utilizando torta de sementes de algodéo,
girassol e gergelim. Segundo os autores os triglicerideos contidos nas
sementes foram extraidos e transesterificados utilizando metanol e uma
solucéo de NaOH 1 mol/L.
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O uso do ultrassom neste processo foi bastante significativo gerando
rendimentos em tempos de 30 minutos de 85,5% para o 0leo de algodao, 93%
para 6leo de girassol e 83,5% para o 6leo de semente de gergelim.

As vantagens gerais desta metodologia incluem a eliminacéo da reacao
de saponificacdo, tempos curtos de reacdo, reacdo ocorre em condicdes
brandas e o principal, os elevados rendimentos em ésteres metilicos.

Com o0 uso do ultrassom o biodiesel pode ser produzido sem
aquecimento devido a cavitacdo que pode conduzir a um aumento localizado
da temperatura no limite de fase e melhorar a reagéo (Leung et al., 2010).

Ji et al. (2006) estudaram o método de producédo de biodiesel com
energia ultrassonica (19,7 kHz) em transesterificacdo utilizando 6leo de soja e
metanol como reagentes e hidroxido de s6dio como catalisador.

Para as condigbes experimentais estudadas, os melhores resultados
foram obtidos mediante razdo molar alcool/6leo de 6:1, frequéncia de pulso
igual a 1 (ultrassom continuo) e temperatura de 45 °C.

Na Figura 5 pode-se observar que o rendimento de ésteres € obtido
mais rapidamente para a reacdo assistida por ultrassom, se comparado ao
processo reacional sob agitacdo mecanica.

Esse fato € explicado pelo aumento do contato entre as fases
alcool/oleo, reduzindo assim a barreira inicial da reag¢édo devido a imiscibilidade
dos reagentes (Ji et al., 2006).

Em um trabalho mais recente, Yin et al. (2012) compararam quatro
diferentes métodos para melhorar a producdo de biodiesel através da
transesterificacdo do 6leo de girassol, incluindo agitacdo mecanica, irradiacao
de ultrassom em placa plana, irradiagéo de ultrassom com agitacdo mecanica e
irradiacd@o por sonda de ultrassom variando a concentracdo molar metanol/6leo
e concentracdo de catalisador (% em peso). Segundo os autores 0s métodos
utiizando a sonda de ultrassom e a irradiagdo de ultrassom com agitacdo
obtiveram os melhores rendimentos em biodiesel (95%) com raz&o molar
metanol/éleo de 5:1, quantidade de catalisador (NaOH) de 1,5% (m/m) e tempo

de reacdo de 25 minutos enquanto que as outras técnicas estudadas
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necessitaram raz6es maiores (7:1) razdo metanol/6leo e tempo de reacao de
50 minutos.

Hindrayawati e Maniam, (2015) demonstraram o potencial do uso do
ultrassom empregando residuos de espoja marina (Na-silica) como catalisador
na transesterificacdo de Oleo de fritura usando banho de ultrassom. Os
resultados demonstraram rendimentos de + 98% em ésteres metilicos obtidos
em temperatura de 55°C, razdo molar 9:1, 3% (m/m) de catalisador e tempo
reacional de 60 minutos. Ao final do processo o catalisador pode ser reutilizado

por 7 ciclos mantendo conversfes em ésteres metilicos de 86,3%.

Figura 5. Efeito entre o uso do ultrassom (PU) e processo reacional com

agitacdo mecéanica (MS) sobre os rendimentos de metil éster de 4cidos graxos.
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Fonte: Ji et al. (2006)

A transesterificacdo de acidos graxos utilizando a técnica de ultrassom

com catalisadores &cidos também é descrita pela literatura.
Hanh et al. (2009) estudaram a producdo de etil ésteres de acidos

graxos utilizando acido oleico com alcodis de cadeia curta (etanol, propanol e

butanol). Neste estudo, os autores variaram temperatura, razdo molar

alcool/acido oléico, quantidade de catalisador (H,SO,) e tempo de irradiagdo no



Capitulo 3 — Revisé&o Bibliografica 55

ultrassom. As melhores condigbes experimentais foram: razdo molar
etanol/acido oleico 3:1, 5% (m/m) de H,SO,4, temperatura 60 °C com um tempo
de ultrassom de 2 horas obtendo-se rendimentos de aproximadamente 94% em
biodiesel.

Santos et al. (2010) empregaram a esterificacdo com a ajuda do
ultrassom para producdo de biodiesel a partir de 6leo de peixe (Oreochromis
niloticus). A reacao foi realizada empregando frequéncia de 40 kHz em pressao
atmosférica e temperatura ambiente. Os autores obtiveram rendimentos de
98,2% apos 90 minutos de reacdo utilizando 2% de catalisador (H2SOy),
temperatura de 30°C e razdo molar metanol/6leo de 9:1. A titulo de
comparacao foi realizado um estudo utilizando processo de agitacdo mecéanica
nas mesmas condi¢des experimentais. Os rendimentos obtidos ficaram abaixo
em relacdo ao uso do ultrassom chegando a 83% de conversédo em biodiesel.

Estes resultados mostram a eficiéncia do uso da tecnologia
ultrassdénica tanto na catalise basica quanto na catalise acida em reacdes de

transesterificacao.

3.5.1. Producédo enzimética de biodiesel em ultrassom

O uso de ultrassom em reagOes enzimaticas contribui para reduzir as
limitacbes de transferéncia de massa substrato-enzima aumentando a
velocidade da reacdo, mas ao mesmo tempo 0 aumento da temperatura
promovido pela implosdo das bolhas de cavitacdo, bem como altas tensfes
cisalhantes podem contribuir para a desativacdo da enzima ou proporcionar
mudancas conformacionais na estrutura destas proteinas (Liu et al., 2008;
Suslick e Skrabalak, 2008).

O efeito fisico do ultrassom em processos biotecnoldgicos consiste
principalmente na alteracdo da temperatura e pressao do micro-ambiente em
funcao do efeito cavitacional (Babicz, 2009).

As ondas de ultrassom podem interferir nas caracteristicas da enzima,
alterando sua estrutura em resposta a perturbacdo dindmica provocada pelo

ultrassom.
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Shah e Gupta (2008) reportaram em seu trabalho um aumento na
conversdo de ésteres de 34% para 79% empregando Oleo de pinhdo manso
quando a lipase Pseudomonas fluorescens foi utilizada acompanhada do uso
de irradiacao ultrassonica em presenca de solvente organico.

Waghmare et al. (2015) estudaram o uso do ultrassom na
transesterificacéo de glicerol a glicerol carbonato empregando lipase comercial
Novozyme 435 avaliando efeitos de temperatura, razao molar de substratos,
guantidade de enzima e poténcia ultrassonica. Verificou-se que o uso do
ultrassom se mostrou como uma potencial alternativa em relacdo ao método
convencional sendo realizados os experimentos em condi¢cdes de operacéo
brandas: temperatura 60°C, razdo molar de substratos de 3:1, 13% (m/m) de
catalisador, poténcia de 100 W com converséo de 99,75% em tempo reacional
de 4 horas. Empregando-se método convencional, conversdes semelhantes
foram obtidas somente apds 14 horas de reacao.

Ozbek e Ulgen (2000) investigaram o efeito do ultrassom em seis
enzimas: alcool dehidrogenase (ADH), maleato dehidrogenase (MDH), glucose-
6-fosfato dehidrogenase (G6PDH), L-lactic dehidrogenase (LDH), Fosfatase
alcalina (AP) and B-galactosidase (BG) em sistemas aquosos. As enzimas
apresentaram uma estabilidade variavel. Apenas a fosfatase alcalina nédo
apresentou desativagao, enquanto a glucose-6-fosfato dehidrogenase (G6PDH)
apresentou mais de 70% de desativagdo para um minuto de exposicdo ao
ultrassom.

Este estudo sugere diferentes comportamentos de enzimas em relagéo
a influéncia do ultrassom, podendo em alguns casos ser um eficiente
acelerador de reacdes chegando até a aumentar a atividade catalitica e em
outros, ocasionar a total inibicdo do biocatalisador.

No entanto, até o presente momento ndo se conhece o verdadeiro
potencial do ultrassom, devido a falta de conhecimento sobre os exatos efeitos
moleculares do ultrassom em enzimas e células vivas. Nas aplicagbes com
enzimas, o ultrassom tem mostrado um aumento na estabilidade e atividade
catalitica da enzima, bem como a longevidade de biocatalisadores enziméaticos
(Rokhina et al., 2009).



Capitulo 3 — Reviséao Bibliografica 57

Segundo Veljkovic et al. (2012) poucos trabalhos foram encontrados na
literatura acerca da influéncia do ultrassom nas reacfes enzimaticas para
producao de biodiesel.

Até o presente momento apenas a Novozym 435, uma lipase comercial
preparada da Candida antarctica imobilizada em resina poliacrilica, foi testada
em estudos para reacdo de transesterificacdo de 6leo de soja e residuos de
0leos com indice de acidos elevados utilizando ultrassom e os alcoois metanol
e propanol (Veljkovic et al., 2012).

Trabalhos da literatura (Wang et al., 2007; Sinisterra, 1992; Lin et al.,
1995, Shah e Gupta, 2008; Yu et al., 2010, Yin et al., 2012, Gharat e Rathod,
2013; Waghmare et al., 2015) relatam que a atividade da enzima Novozym 435
nas reacdes de transesterificacdo € aumentada pela irradiacdo do ultrassom.

Wang et al. (2007) exploraram o potencial da tecnologia de ultrassom
em transesterificacdo enzimatica de residuos de 6leo com elevado indice de
acidez. A lipase comercial imobilizada Novozym 435 derivada de Candida
antarctica foi utilizada como biocatalisador no sistema.

Verificou-se que a atividade enzimatica foi aumentada com a ajuda da
frequéncia baixa e a energia branda das ondas do ultrassom. Sob as condicdes
Otimas de reacdo do ultrassom, tais como a quantidade de 8% (m/m) de
Novozym 435 em relacdo ao 6leo, uma razdo molar de propanol/6leo de 3:1,
frequéncia ultrassonica de 28 kHz e poténcia de 100 W, temperatura da reacéo
a 40-45°C, conversao total de biodiesel (propil oleato) de 94,86% foi alcancada
em apenas 50 minutos. Também se percebeu que alcodis de cadeia linear
curta e ramificada (C,; — Cs) apresentam maiores indices de conversao para
alquil ésteres de acidos graxos (FAAE).

Além disso, a onda de ultrassom tende a reduzir a adsorcdo de
biodiesel e glicerol sobre superficie da Novozym 435 imobilizada. Como
resultado, a Novozym 435 pode ser reciclada para novas utilizagbes
apresentando boa aparéncia, nenhuma aglomeracdo, facil lavagem e boa
estabilidade operacional.

Yu et al. (2010) estudaram a producédo de biodiesel com 6leo de soja e

metanol através da transesterificagdo utilizando Novozym 435 e empregando
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irradiacdo ultrassonica. A irradiacdo ultrassénica aumentou significativamente
a atividade da Novozym 435. A taxa de converséao de biodiesel com o uso do
ultrassom alcancou rendimento de 96% de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME) em 4 horas. A condicao otimizada para obtencdo deste resultado:
poténcia do ultrassom de 50% (500 W e frequéncia de irradiacéo de 40 kHz),
vibracdo de 50 rpm, teor de agua de 0,5%, razdo em volume alcool terc-
amil/6leo 1:1, razdo molar metanol/6leo 6:1, 6% de Novozym 435 e
temperatura de 40 °C.

Além disso, apoOs cinco ciclos de reuso, a Novozym 435 néo
apresentou perda significativa da atividade, o que sugere que a enzima €
estavel sob as condi¢bes do ultrassom. Este resultado indica que a tecnologia
ultrass6nica € um método eficiente e r4pido para producao de biodiesel.

Kumar et al. (2011) avaliaram a producgéo de ésteres metilicos através
da metandlise do O6leo de pinhdo manso onde foi utilizada uma lipase
imobilizada obtida a partir Anterobacter aerogenes como catalisador em
sistema de ultrassom. Foi avaliado o efeito do tempo (20-35 minutos), da razao
molar 6leo/metanol (1.3 — 1:5), da concentracdo do catalisador (3 — 6%, com
base na massa de 6leo) e da amplitude e ciclo do ultrassom (30 — 60% para
amplitude e 0,3 — 0,9 s para o ciclo). A condi¢ao 6tima obtida foi em 30 minutos
de reacdo, razdo molar 6leo/metanol de 1:4, concentracdo do catalisador de
5%, ultrassom com amplitude de 50% e ciclos cavitacionais de 0,7 s. Nestas
condicOes otimizadas obteve-se o rendimento maximo = 84,5% de biodiesel.

Batistella et al. (2012) realizaram o estudo da producéo enzimética de
biodiesel utilizando ultrassom em sistema com solvente organico. Neste
trabalho os autores estudaram a transesterificacdo do 6leo de soja com etanol
utilizando duas lipases comerciais imobilizadas (Novozym 435 e Lipozyme RM
IM) em um sistema utilizando n-hexano como solvente e sob a influéncia de um
banho de ultrassom. Os resultados apresentaram conversdes proximas a 90%
para a Lipozyme RM IM e 60% para Novozym 435 com poténcia de irradiagédo
ultrassénica de 100 W, temperatura de 60°C e tempo reacional de 4 horas.

Trentin et al. (2012) e Popiolski (2011) realizaram processo de

producdo de biodiesel enzimético em sistema livre de solvente em banho de
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ultrassom em modo batelada e modo continuo empregando como substrato
Oleo de soja e etanol. No modo batelada os autores realizaram um estudo
cinético nos intervalos de tempo de 15 minutos a 8 horas para determinar o
melhor tempo reacional. Apés realizaram um delineamento de Plackett &
Burman com 12 ensaios, avaliando-se as variaveis (temperatura 40 a 80°C;
razdo molar (6leo/etanol) 1:3, 1:6,5 e 1:10; concentracdo da enzima Novozym
435 de 5 a 40% (m/m); poténcia 40, 70 e 100% e concentracdo de agua de 5%
a 10% (m/m). A melhor conversao em biodiesel foi de 68%, atingida no tempo
de 60 minutos, razdo molar 6leo/etanol 1:3, temperatura de 70 °C, 40% de
poténcia do ultrassom de 132 W e 20% (m/m) de concentracdo de enzima.
Para o modo continuo de producdo em leito empacotado verificaram-se
conversbes em biodiesel de 70% em 30 minutos de reag&o, razdo molar
Oleo/etanol 1:3, temperatura de 65 °C e 40% de poténcia da capacidade do
ultrassom de 132 W. Em relacdo ao estudo de reuso da enzima Novozym 435
0s autores verificaram que a mesma manteve sua atividade durante dois ciclos,
apos o terceiro ciclo houve um declinio da atividade da lipase.

Gharat e Rathod (2013) estudaram o uso da lipase Novozym 435 na
transesterificacdo de O6leo de fritura com dimetil carbonato empregando
irradiacdo de ultrassom em sistema livre de solvente. Os experimentos foram
conduzidos em banho de ultrassom e agitacdo mecanica para comparar 0S
efeitos na conversédo de ésteres metilicos. Em mesmo tempo reacional de 4
horas as conversbes da transesterficacdo enzimatica foram de 39% com
agitagdo mecanica (método convencional) e 58% com o uso do ultrassom. Um
teste adicional somando 0 uso do ultrassom a agitagdo mecanica apresentou
consideravel aumento no rendimento com conversdo de 86% em ésteres
metilicos. Entretanto apds alguns reciclos da lipase Novozym 435, observou-se
um declinio gradativo da conversdo bem como da atividade enzimatica.

Em um trabalho mais recente, Trentin et al. (2014) investigaram a
esterificacdo de acidos graxos de 0leo de soja empregando a lipase Novozym
435 em processo continuo utilizando banho de ultrassom. Na condicéo
otimizada empregando poténcia ultrassénica de 61,6 W, razdo molar acido

graxo/etanol 1:6 e temperatura operacional de 65 °C ap6s 6 minutos de reagao
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conversbes de aproximadamente 98% foram obtidas mantendo-se essa
conversao estavel por mais de 60 minutos sem a enzima apresentar perda
significativa de sua atividade catalitica.

O uso do ultrassom empregando enzimas também é aplicado em
Outros processos reacionais.

Babicz (2009) utilizou banho de ultrassom na reacdo de hidrolise
enzimatica de 6leo de palma obtendo 30% de conversdo de diacilglicerideos
(DAGS) para a reacdo sem a influéncia de ultrassom e 47,8% utilizando o
ultrassom no sistema reacional.

Fiametti et al. (2011) investigaram o uso do ultrassom nas reacdes de
glicerdlise enzimatica de azeite de oliva, em sistemas com e sem surfactantes
a temperatura de 65°C, utilizando a lipase Novozym 435. Os resultados obtidos
foram de 65% nas obtencdes de diacilglicerideos e triacilglicerideos
(DAGs+TAGS).

De uma maneira geral a producdo enzimatica de biodiesel por
ultrassom vem atraindo consideravel interesse, uma vez que os triglicerideos,
bem como acidos graxos livres podem ser eficientemente transformados em
biodiesel, aumentado a velocidade dos produtos formados por conta do
aumento da transferéncia de massa entre os substratos, além de esta técnica
ser altamente seletiva envolvendo baixo consumo energético e facil operacéao,
produzindo menos residuos ou subprodutos que o método convencional sendo
assim considerada uma tecnologia “verde”. Também, nenhuma operacéo
complexa é necessaria para recuperar o glicerol, eliminar o catalisador e o sal
formado em comparacdo com os métodos utilizando catélise quimica (Yu et al.,
2010; Lerin et al., 2014; Nielsen et al., 2008).

Apesar de ainda haver poucos trabalhos na literatura apresentados até
0 presente momento sobre as aplicacdes de irradiacdo de ultrassom na
producdo de biodiesel catalisada por lipases, as vantagens relacionadas pelo
uso do ultrassom como: reducéo do tempo de reacédo; reducdo da quantidade
de reagentes empregados, baixo consumo energético e aumento de
rendimentos ocasionados pela melhor transferéncia de massa entre 0s

substratos, somada as vantagens do uso das lipases imobilizadas tornam o uso
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desta tecnologia um método bastante promissor para producao de biodiesel,
uma vez que a aplicacdo do ultrassom contribuird para uma mistura de reacao
mais homogénea e facilitard a dispersdo da lipase através do substrato,
reduzindo a aglomeracdo de modo que a taxa de reacdo nao diminui com a

diminuicdo da concentragéo de lipase no meio reacional (Liu et al., 2008).

3.6. OLEO DE FRITURA: FONTE ALTERNATIVA PARA PRODUCAO DE
BIODIESEL

Entre as principais fontes de matéria-prima oleaginosa para a producéo
de biodiesel estdo os Oleos de canola, palma, girassol e 6leo de soja. No
entanto, a disponibilidade destas para serem utilizadas na producédo de
biodiesel é limitada devido a concorréncia que as mesmas possuem com 0S
mercados de Oleo comestivel e 0 consequente aumento de precos envolvidos
no processo (moagem, extracao, transporte) (Kansedo et al., 2009).

Um grande desafio econdmico na matriz energética para a
comercializacdo de biodiesel € o custo elevado de 6leos vegetais na sua forma
purificada, o que neste caso, representa um custo global entre 70% e 85% da
producado de energia através do uso desta matéria prima (Haas e Foglia, 2005).

Além disso, a producdo de biodiesel a partir de 6leo comestivel causa
impactos negativos no meio ambiente, uma vez que requer grandes
quantidades de terras disponiveis para o0 plantio de matérias primas
oleaginosas. Assim, a busca de novas fontes de producéo de biodiesel se faz
necessario, como por exemplo, o 6leo residual de fritura que pode ser
adquiridos sem nenhum custo (Guabiroba e D’Agosto, 2009; Ruiz-Mendez et.
al., 2008).

Patil (2012) reporta em seu estudo que aproximadamente 4,1 kg de
residuo de éleo de cozinha séo gerados por pessoa anualmente. Considerando
0 cenario atual da populacdo mundial com aproximadamente 7,2 bilhdes de
habitantes, cerca de 29 milhdes de toneladas de oOleo de cozinha usado é

produzido anualmente. Desta forma o descarte de todo esse 6leo residual
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acaba tornando-se algo complicado devido a sua baixa importancia comercial
para outras aplicacdes e possivel poluicdo de terras e fontes de agua.

Assim todos esses fatos indicam que o 6leo de cozinha usado deve ser
reciclado de alguma forma e uma das op¢des é 0 seu uso como uma possivel
fonte potencial para a producao de biodiesel (Maddikeri et al., 2013).

Existem basicamente dois destinos possiveis para os 0Oleos residuais
de fritura: sistemas de esgoto, causando um grave impacto ambiental com a
poluicdo da &gua gerando consequentemente um elevado custo para o seu
tratamento e o processamento de reciclagem com o uso de equipamentos e
técnicas que podem transformar os residuos gordurosos em um novo produto.
Porém quantidades consideraveis destes residuos ainda sao descartados de
forma incorreta na maioria dos lugares onde séo produzidos, como cadeias de
fast food’s, bares e restaurantes, os quais vém aumentando de forma gradativa
devido ao crescimento da populacdo brasileira (Enweremadu e Mbarawa,
2009).

Desta forma o 6leo de cozinha usado é considerado uma matéria-prima
de baixo custo, facilmente disponivel, e a sua utilizacdo na sintese de
biocombustiveis oferece beneficios na conservacdo do meio ambiente com a
diminuicdo de gases poluentes e contaminantes de aguas e solo (Tan et al.,
2011; Noshadi et al., 2012; An et al., 2013).

Além disso, o emprego de 6leo de cozinha usado em reacdes de
transesterificacdo gera beneficios econbmicos consideraveis, originando
reducbes de até 45% dos custos diretos de producdo de biodiesel, em
comparacdo com o uso de Oleos virgens como o0 de soja, mesmo com 0S
custos adicionais de pré-tratamento. Outro fator importante esta relacionando a
disponibilidade de matérias-primas, indicando que o 6leo de cozinha usado
apresenta um potencial para suprir de 15 a 20% da demanda de biodiesel no
Brasil (Araujo et. al., 2013).

Entretanto infelizmente, o Oleo de fritura muitas vezes contém alta
carga de acidos graxos livres e umidade decorrentes da sua utilizacdo em
casas, restaurantes e industrias de alimentos. Assim é necessario um processo

de duas etapas de transesterificacdo (esterificacdo de acido graxo seguido por
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transesterificacdo da base esterificada), para remover o elevado teor de acidos
graxos livres e para melhorar o rendimento final de biodiesel (Patil et al., 2012).

De acordo com a Oil World (empresa alemd especializada em
oleaginosas), o Brasil produz atualmente, 9 bilhdes de litros de 6leos vegetais
por ano, sendo 1/3 (3 bilhdes de litros) deste volume produzido destinado aos
Oleos comestiveis. Cada pessoa consome em média 20 litros de 6leo vegetal
por ano no Brasil. Dessa quantidade imensa de 6leo comestivel produzido,
apenas 3% (aproximadamente 6,5 milhdes de litros) do Oleo usado é
descartado de forma correta e coletado. O restante, 200 milhGes de litros de
Oleo usado, é despejado em rios e lagos, fato que acaba comprometendo o
meio ambiente. Se coletado, este volume poderia colaborar com 80% da
producdo do B5 aqui no Brasil com um custo 25% reduzido (Ecdleo, 2014).

Entretanto, a utilizacdo de 6leos residuais de fritura no Brasil em escala
industrial na producédo de biodiesel ainda é limitada pela pequena escala de
coleta e armazenamento do 6leo descartado, como apresentado em pesquisa
do Instituto de Eletrotécnica e Energia (IEE) da USP. O estudo desenvolvido
mostra que a produc¢ao evita que os residuos poluam o meio ambiente.

No entanto, para isso ser possivel sdo necessarias mudancas no
processo de producdo do biocombustivel para viabilizar e ampliar o
aproveitamento do 6leo.

Segundo a Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e
Biocombustiveis (ANP), de janeiro a agosto de 2012, cerca de 0,5% do
biodiesel produzido no Brasil foi proveniente de 6Oleos residuais, volume que
equivale a aproximadamente 10,1 milhdes de litros de combustivel. Os 6leos
residuais provenientes de processos de fritura s&o rejeitos produzidos
diariamente nos grandes centros urbanos, tanto em estabelecimentos
comerciais (como bares, padarias, restaurantes, hotéis, shoppings, redes de
fast-food, etc) como também nas residéncias (Guabiroba, 2009; USP, 2014).

Do ponto de vista econdmico a producdo de biodiesel derivado de
Oleos virgens ndo € economicamente viavel devido ao alto custo das matérias-

primas, a elevada energia necessaria para producédo e a dificil separacédo dos



Capitulo 3 — Reviséao Bibliografica 64

catalisadores homogéneos geralmente usados no processo (Maddikeri et al.,
2013).

Comparado ao diesel derivado do petréleo, o alto custo para producéo
do biodiesel é uma grande barreira para a sua comercializagdo. O custo é
cerca de aproximadamente 1,5 vezes maior que do diesel a base de petrdleo,
dependendo do tipo de 6leo utilizado como matéria-prima (Prokop, 2002;
Demirbas, 2008).

Uma estratégia amplamente aceitavel para reduzir o custo de producéo
do biodiesel € minimizar os custos de matéria-prima. Assim o uso de 6leo de
fritura para a producao de biodiesel, tem sido uma forma eficaz de reduzir os
custos de matéria-prima, além de trazer substanciais beneficios ambientais,
fornecendo uma alternativa ambientalmente correta para a disposicéo final do
O0leo usado previamente descartado diretamente no meio ambiente
(Enweremadu e Mbarawa, 2009; Zhang et al., 2003).

A Tabela 6 apresenta algumas comparagdes entre as vantangens e
desvantagens do uso de Oleos de fritura e 6leo virgem como matérias primas

para producao de biodiesel.
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Tabela 6. Comparacdo de matérias primas para transesterificacdo: 6leo de
fritura X 6leo virgem e uso de aquecimento ndo convencional (ultrassom) X

aguecimento convencional (agitacdo convencional).

Oleo de fritura Oleo virgem
Vantagens Desvantagens Vantagens Desvantagens
Baixo custo (matéria - . . Alto custo da matéria
. o . Indice elevado de Indice baixo de .
prima gratis ou baixo .. . L . . prima (80% do custo
acidos graxos livres acidos graxos livres
custo) total do produto)
Gera poluicdo
Lo - . ambiental
Diminui poluicdo Alto custo de Baixo custo de .
. proveniente do
ambiental processamento processamento . -
cultivo, fertilizantes e
processamento.
Razé&o de energia Raz&o de energia
liquida alta liquida baixa
Aguecimento ndo convencional Aguecimento convencional

Alta eficiéncia Planta de larga Baixa eficiéncia

(acima 75%) escala (~ 35%)

Baixo uso de Elevado custo capital Baixo custo capital Elevado uso de
produtos quimicos (tecnologia cara e produtos quimicos
Baixo consumo de ainda pouco Processo bem Elevado consumo
energia devido ao conhecida) conhecido e fontes energético devido a

processamento facil Planta de pequena de calor condigdes severas de
e rapido escala estabelecidas operacao

Controle do processo Controle do processo
facil e preciso complexo

Fonte: Gude e Grant, 2013.

Além disso, tecnicamente, os métodos para a producéo de biodiesel a
partir de 6leo de fritura ndo diferem dos processos de transesterificacdo
convencionais usando catalisadores alcalinos, &cidos ou enzimaticos.
Dependendo dos componentes indesejaveis presentes no 6leo (em particular
acidos graxos livres e 4gua), que retardam a reacdo ocasionando a diminuicdo
do rendimento final do produto, cada catalisador tém suas vantagens e
desvantagens no processo. Portanto, tendo em conta a qualidade do 6leo a ser
empregado, uma fase de pré-tratamento da matérias-prima as vezes, pode ser
necessaria com intuito de cumprir os padrées de qualidade exigidos para a
reacao de transesterificacdo (Araujo et. al., 2013; Yaakob et. al., 2013).

Segundo Araudjo et al. (2013) o uso de catalisadores alcalinos nas
reacOes de transesterificacdo € a técnica mais comumente empregada pela
industria atualmente, sendo o hidroxido de potassio (KOH) o catalisador mais
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recomendado para as reacfes empregando-se 6leo de cozinha usado devido a
sua baixa acidez. Em caso de 6leos processados com quantidade de agua e
indice de acidez mais elevado, sdo recomendadas técnicas de pré-tratamento
para 0 uso deste catalisador ou o uso de outros tipos de catalisadores tais
como os &cidos solidos.

Entretanto, as desvantagens deste processo é o aumento do custo, por
causa do uso de um catalisador adicional, maior tempo de reacao e baixa
recuperacdo do catalisador utilizado (Abbaszaadeh et al., 2012; Patil et al.,
2012;). Também as taxas mais baixas na sintese do biodiesel derivado de
Oleos residuais de cozinha tém sido tipicamente atribuidas as limitacées de
transferéncia de massa, devido muitas vezes as condi¢cdes heterogéneas
existentes entre os substratos durante a reacdo de transesterificacado (Hingu et
al., 2010).

A transesterificacdo com o auxilio de ultrassom pode amenizar esses
problemas e o seu uso empregando 6leo de fritura encontra-se vastamente
reportado na literatura (Hingu et al., 2010; Thanh et al., 2010; Gole e Gogate,
2012; Patil et al.,, 2012; Lin et al.,, 2012; Gharat e Rathod, 2013; Pal e
Kachhwaha, 2013; Gude e Grant, 2013; Maddikeri et al., 2013; Yin et al., 2014;
Maddikeri et al., 2014; Pukale et al., 2015; Hindryawati e Manian, 2015).

A transesterificacdo de 6leos de cozinha usado empregando ultrassom
mostra-se como uma forma muito eficiente de transesterificacdo devido ao
aumento de transferéncia de massa/calor e os efeitos térmicos/atérmicos
especificos a nivel molecular. Assim, 0 consumo energético e quimico no
processo global é bastante reduzido (Gude e Grant, 2013).

Além disso, 0 uso do ultrassom promove um processo mais simples de
operacdo com maior pureza do produto final e com baixo consumo de energia,
sendo que, o0 processo pode ser realizado em menor tempo reacional
reduzindo ou até eliminando totalmente a quantidade de solvente a ser
utilizado, em comparagcdo com o0s meétodos convencionais empregando-se
agitacdo mecanica e aguecimento (Gude e Grant, 2013).

Segundo Gogate (2008) e Kelkar et al., 2008) a utilizacdo de reatores

sonoquimicos pode favorecer consideravelmente a reacao quimica na sintese
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de biodiesel melhorando a propagacdo dos substratos por meio de
transferéncia de massa e a interface entre as fases da mistura diminuindo
também a exigéncia de condicbes de operacdo mais severas em termos de
temperatura e de presséo.

Segundo Gude e Grant (2013) o uso de um reator pequeno para a
reacdo de transesterificacdo em Oleos residuais pode melhorar em geral a
eficiéncia do ultrassom devido ao aumento da densidade de energia e
intensidade ultrass6nica aplicada sobre o substrato.

A Tabela 7 apresenta alguns trabalhos da literatura realizados na

producao de biodiesel utilizando 6leo de fritura com o auxilio do ultrassom.

Tabela 7. Producdo de biodiesel & partir de Oleos residuais empregando

tecnologia de ultrassom.

Alcool Catalisador Rendimento Referéncia
Metanol KOH 87% Hingu et al., 2010
Metanol NaOH 96% Yin etal., 2014
Metanol Na-Silica 86% - 98% Hindryawati e Manian,
2015
Metanol K3PO,4, NasPO,, 92%, 81%, 70%, Pukale et al., 2015
Na,HPO,, KH,PO, 63%
Metil Acetato Metoxido de 90% - 86% Maddikeri et al., 2014
Potassio, KOH
Metanol NaOH 88% - 90% Gude e Grant, 2013
Dimetil carbonato, Novozym, 435 57% - 86% Gharat e Rathod, 2013
Metanol
Metanol KOH 90% - 95% Pal e Kachhwaha, 2013
Metil acetato Metdxido de Potéassio 90% Maddikeri et al., 2013
Metanol NaOH 97% Lin et al., 2012
Metanol KOH, BaO 96% - 92% Patil et al., 2012
Metanol KOH 81% - 98% Thanh et al., 2010

Conforme o estudo desenvolvido neste trabalho, artigos recentes
destacam a importancia da tecnologia de ultrassom no processo de

transesterificacdo com 6leo de fritura derivado de soja.
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Hindryawati e Manian (2015) realizaram o estudo de transesterificagdo
em Oleo de fritura com metanol empregando tecnologia de ultrassom na forma
de banho (42 kHz) utilizando residuos de esponja marinha (Na-silica) como
catalisador. Os rendimentos em ésteres metilicos foram de 98% apds uma hora
de reacdo em temperatura de 55 °C, razdo molar 6leo/metanol 1:9 e 3% de
catalisador (m/m). Segundo os autores o catalisador pode ser reutilizado por
até sete ciclos, mantendo o teor de ésteres metilicos de 86,3%.

Pukale et al. (2015) estudaram a transesterificagcdo de 6leo de fritura
com auxilio de ultrassom em forma de sonda empregando catalisadores
heterogéneos (K3PO4, NazPO,4, Na,HPO,4, KH,PO,4) e metanol. Os resultados
mostraram que o trifosfato de potassio apresentou elevada atividade catalitica
para a transesterificacdo de residuos de 6leo de cozinha com conversdes em
biodiesel de 92% em tempo reacional de 90 minutos, 3% K3PO,4 (m/m), 50 °C e
razdo molar Oleo/metanol 1:6. Segundo os autores, este rendimento mais
elevado foi obtido na presenca de ultrassom o que pode ser atribuido aos
efeitos cavitacionais gerados durante o processo. Em comparagdo com a
abordagem convencional, nas mesmas condi¢cdes experimentais o rendimento
em ésteres metilicos obtido foi de 65%.

Gole e Gogate (2012), em seu trabalho de sintese de biodiesel
utilizando Oleo de fritura em reatores sonoquimicos, relatam que o tempo
reacional, a temperatura e o percentual de reagentes necessarios nas reacdes
de esterificacdo e transesterificacdo foram substancialmente menores quando
utilizado reatores sonoquimicos em comparagdo com método convencional
levando a economia de energia na posterior separacdo de processos para
obter o produto purificado.

Resultados semelhantes sdo apresentados por Pal e Kacchwaha
(2013) onde os autores destacam que a producdo de biodiesel empregando
0leo de cozinha usado e energia de ultrassom demonstrou ser um processo
eficiente, viavel e relativamente simples gerando economia de tempo e energia
além de apresentar-se como um processo ambientalmente limpo melhorando a
reducdo de poluentes durante a operacdo de motores com biodiesel em

relagéo ao diesel de petroleo.
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Portanto, de um modo geral, a utilizacdo de residuos de 6leo de fritura
agregada a tecnologia de ultrassom para a producédo de biodiesel mostra-se
com uma alternativa promissora, uma vez que conforme apresentado
anteriormente combina os aspectos econdmicos, devido ao uso de um 6leo
com baixo custo de aquisi¢do colaborando também com a preservagdo do meio
ambiente, uma vez que evita a contaminacao de solos, rios e fontes de aguas e
ao mesmo tempo, gera a producdo de um combustivel renovavel menos

poluente na formacéo de gases de menor impacto ambiental.

3.7. MACAUBA [Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart]

Em face a crescente demanda mundial por 6leos vegetais para os mais
variados fins, as palmeiras produtoras de frutos com alto teor de 6leo passaram
a ter uma importancia crescente. As palmas representam 0s principais
simbolos de florestas tropicais. Isto porque a maioria das espécies existentes
ocorre exclusivamente nos tropicos, representando uma das maiores familias
de plantas, tanto em riqueza quanto em abundancia, ocupando quase todos os
habitats. No Brasil, 119 espécies estao distribuidas, pertencentes a 39 géneros,
entre elas a palma (mais conhecida como palmeira do dendé), a macauba, o
mucuja, dentre outras (Gorret et al., 2004).

A Acrocomia aculeata foi primeiramente descrita por Jacquin em 1763
tendo como basinénio Cocos aculeatus Jacqg.. Em 1824, foi inserida por Martius
no género Acrocomia, sendo designada com Acrocomia sclerocarpa.
Posteriormente, em 1845, Loddiges coloca ambos em sinbénimo, designando-a
como Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart. (Missouri, 2005 apud Lisingen
e Cervi, 2009).

Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart. (macauba) € uma palmeira
nativa das florestas da América tropical e subtropical que habita areas abertas
com alta incidéncia solar como algumas regidoes brasileiras, adaptando-se a
solos arenosos e com baixo indice hidrico. Porém, desenvolve-se melhor em

locais onde ha solos férteis em regides com estacdo chuvosa bem definida e
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de baixas altitudes ocorrendo da extens&o do México e Antilhas até o Paraguai,
Bolivia e Argentina (Motta et al., 2002)

No Brasil, a Acrocomia aculeata é conhecida por varios nomes, entre
eles: bocailva, chiclete-de-baiano, coco-baboso, coco-de-espinho, macacauba,
macaiba, macaibeira, macajuba, macauba, macalva, mucaja, e mucajaba
(Lorenzi, 2006; Miranda et al., 2001). Esta espécie de palmeira € encontrada
em quase todo o territério brasileiro com menores formac¢des nos estados do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina devido ao clima. As maiores
concentracfes estdo localizadas em S&o Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato
Grosso do Sul e regido norte do pais (Henderson et al., 1995, Fortes e Baugh,
1999). No estado de Minas Gerais, é encontrada em grande quantidade no Alto
do Paraiba, na regido de Montes Claros, no norte de Minas e na Zona
Metalurgica, proximo a Belo Horizonte (Motta et al., 2002).

Segundo Melo (2012) ha uma estimativa de aproximadamente 11,6
milhdes de hectares plantados onde a Macauba encontra-se presente,
apresentando uma imensa potencialidade para producdo de 6leo como fonte
de energia renovavel como mostra a figura 6.

Figura 6. Mapa de regifes que possuem maior ocorréncia de plantacdes de

Macauba no Brasil.

\l

B8 - 2679 Acrocomia aculeata

Fonte: Melo, (2012).
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Macauba (Acrocomia aculeata) apresenta um grande potencial para a
producdo de Oleo, sendo superada apenas pelo 6leo produzido da palma
Africana (Elaeis guineensis). Estudos sobre o uso de 6leo de macauba para
biocombustiveis estdo em desenvolvimento, e o0s coprodutos do
processamento do Oleo sédo excelentes fontes nutricionais utilizado em
alimentos e racdes para animais (Machado et al., 2015).

Se apenas 1% do territorio brasileiro for plantado com Macauba, em
aproximadamente 8,5 milhdes de hectares poderemos produzir:

e 34 bilhdes de litros de 6leos vegetais, para producdo de
biodiesel, bioquerosene, e insumo como matéria prima para a
industria quimica;

e 40 milhdes de toneladas de torta proveniente do esmagamento
dos frutos da macadba com fonte de matéria prima para racées
para a pecuaria;

e 12,3 milhBes de toneladas de carvao de alto teor calorifico;

e 3,9 milhdes de toneladas de farelo de castanha de macauba
com alto teor protéico para consumo humano;

e Geracdao de renda para 850.000 familias, além de imensos
beneficios ambientais como o sequestro de carbono e a
recuperacdo de &reas degradadas pela produtividade de

extrativismo.

Além disso, a macauba representa um imenso desenvolvimento para a
industria nos varios segmentos sendo que a polpa pode ser utilizada na
producdo de alimentos e tonicos, e o 6leo, além da sua potencial utilizacdo na
producdo de biodiesel, também tem propriedades anti-inflamatérias. A
améndoa tem uso diversificado na alimentacdo animal, e o 6leo da castanha
tem inimeras aplicacdes industriais, tais como producdo de bioquerosene e
formulacdo de cosméticos (Mafio et al., 2011; Machado et al., 2015).

Nativa das florestas tropicais, a Acrocomia aculeata pode atingir de 10

a 20 metros de altura e 20 a 30 cm de diametro. A regido dos nds é coberta de
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espinhos escuros pontiagudos com cerca de 10 cm de comprimento. E uma
arvore bastante resistente: brota mesmo depois de queimadas; ndo é atacada
por pragas e doencas; e suporta grandes variagdes climéaticas.

As folhas verdes sao pinadas e ordenadas em diferentes planos, dando
um aspecto plumoso a copa, com comprimento variando de 4 a 5 metros e
apresentando aproximadamente 130 foliolos em cada lado do galho e espinhos
na regido central do tronco. Entre as folhas destaca-se a espata de até 2
metros de comprimento, as inflorescéncias amarelas e os cachos de frutos de
tom marrom-amarelado (Miranda et al., 2001; Lorenzi et al., 1996; Sanjinez-
Argandofia e Chuba, 2011). A Figura 7 apresenta a palmeira com seus

respectivos frutos.

Figura 7. Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart. (Macauba).
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Fonte: (Rural Sementes, 2012).

A variacdo da época de colheita ocorre de acordo com as diversidades

climéticas regionais encontradas no Brasil. A frutificacdo ocorre durante todo o
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ano e os frutos amadurecem principalmente entre o periodo de setembro e
janeiro. Entretanto, no Estado de Minas Gerais, 0 periodo entre dezembro e
abril se constitui a época do auge da maturacao, indicado quando os primeiros
frutos comecam a cair dos cachos (Andrade et al., 2006).

O fruto maduro dessa palmeira é uma dupla esfera ligeiramente
achatada, com didmetro variando de 3,0 a 6,0 cm, constituido de uma casca
externa dura de coloragcdo marrom-amarelada, de uma polpa amarelo-escura
fibrosa e oleosa, e de uma castanha interna dura, que contém em seu interior
uma ou duas améndoas oleaginosas. Em base seca, pode-se extrair das partes
da casca, polpa e améndoa, aproximadamente 10%, 65-70% e 55-60% (m/m)
de 6leo, o que corresponde a um percentual de 25 a 30% em massa Umida do
fruto maduro. Os 6leos da polpa e da améndoa contém, respectivamente, cerca
de 80% (m/m) de acidos graxos insaturados e 72% (m/m) de &cidos graxos
saturados (Andrade et al., 2006; Mafio et al., 2011).

Conforme apresentado ao longo do capitulo, a macauba é
perfeitamente adaptavel as mais diversas condi¢cdes de clima e solo, sendo
produzida em regi6es com indices pluviométricos inferiores a 1500 mm e
temperaturas oscilantes entre 15 e 35 °C.

A frutificacdo ocorre com 3 a 5 anos apos o plantio podendo ser
realizadas até duas colheitas anuais. Os cachos podem ter até 70 kg sendo
produzidos em média por palmeira de 3 a 4 cachos por ano e chegando a uma
producao total de aproximadamente 30 toneladas de frutos/hectare.

Seu cultivo é realizado uma Unica vez, podendo ser plantado até 400
palmeiras/hectare produzindo os frutos por um periodo prolongado superior a
90 anos. Por ser um fruto com alto teor de 6leo seu rendimento anual pode
chegar a 5 toneladas Oleo/hectare. (Rural Sementes, 2012) A Figura 8

demonstra os frutos antes e apés maturacao.
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Figura 8. Frutos da Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.

Fonte: (Rural Sementes, 2012).

Em um fruto inteiro ha 42% de polpa (mesocarpo) e o epicarpo (casca)
corresponde a 20%. O restante € formado pelo diasporo, sendo 31% de
endocarpo e 7% de sementes. O mesocarpo € fibroso, mucilaginoso, de sabor
adocicado, rico em glicerideos, de coloracdo amarelo ou esbranquicado,
comestivel. O endocarpo enegrecido é fortemente aderido ao mesocarpo. A
améndoa € oleaginosa, também comestivel e coberta por uma fina camada de
tegumento (Lorenzi, 1996, Silva et al., 2001)

A polpa in natura obtida da fruta apresenta um alto teor de acidos
graxos insaturados, com uma predominancia de acido oléico, correspondente a
65,9% do total de acidos graxos. O Oleo da améndoa da macaluba apresenta
em sua composicdo principalmente, &cido oléico, &acido laurico e &cido
palmitico.

O trabalho de Hiane et al. (2005) e Andrade et al. (2006) destacam
estes dados mais especificamente através das Tabelas 8 e 9, descrevendo as
propriedades fisico-quimicas e a composi¢cdo de acidos graxos presentes na

polpa e améndoa do coco de macauba.
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Conforme descrito anteriormente, a macauba produz dois dleos. Um
deles é extraido da polpa e tem caracteristicas favoraveis tanto para consumo
humano quanto para producéo de biodiesel. Isso se deve ao alto teor de acido
oléico presente, podendo chegar até 70% dependendo do clima e das
caracteristicas regionais de solo onde a palmeira de macauba é cultivada. A
resisténcia a armazenagem também favorecem a fabricacdo do
biocombustivel.

O segundo 6leo do coco da macauba é extraido da améndoa e possui
caracteristicas bem diferentes. Trata-se de um Oleo altamente saturado com
maior teor de acido laurico. Sua aplicacdo tem destaque principalmente na
indUstria de alimentos e cosmética. Entretanto um novo mercado ganha
potencial para sua aplicacdo em biocombustiveis para aviagdo justamente
devido ao seu elevado teor de &cido laurico. A produtividade desse 6leo é de
cerca de 1000 Kg/hectare. (Biodiesel BR, 2012)

Tabela 8. Caracteristicas fisico-quimicas da polpa e améndoa in natura da

macauba Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. Ex Mart.

Caracteristicas Polpa Améndoa

Acidez em acido oléico (% m/m) 0,83 0,21
indice de iodo (Wijs) 75,4 54,1
indice de saponificacdo (mg KOH/g 6leo) 210,5 258,0
indice de peréxido (mEqg/Kg 6leo) 2,1 0
Quantidade de 6leo (% m/m) 69,9 58,0
Peso molecular (g/mol) 866 710
Poder calorifico (Kcal/Kg) 9380 8520
Viscosidade a 37,8°C (cst) 46,4 35,2
Densidade do 6leo (g/cm?®) 0,925 0,917

Fonte: (Hianne et al., 2005; Andrade et al., 2006).
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Tabela 9. Composicao de acidos graxos presentes no 6leo da polpa e

améndoa in natura da macauba Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Mart.

Acido graxo Polpa (%) Améndoa (%)
Acido caprilico (C8) 0,45 5,96
Acido céaprico (C10) 0,27 1,79
Acido laurico (C12) 1,97 12,98
Acido miristico (C14) 0,45 9,49
Acido palmitico (C16) 15,96 12,67
Acido palmitoleico (C16:1) 1,02 2,29
Acido esteéarico (C18) 5,95 6,60
Acido oléico (C18:1) 65,9 40,2
Acido linoléico (C18:2) 5,10 5,91
Acido linolénico (C18:3) 2,52 1,92
Acido araquidico (C20) 0,50 0,30
% Acidos graxos saturados 25,52 49,71
% Acidos graxos mono-insaturados 66,88 42,46
% Acidos graxos poli-insaturados 7,62 7,83

Fonte: (Hianne et al., 2005).

Outro fator de destaque da macauba é a sua alta produtividade de Gleo
por hectare mesmo sem qualquer melhoramento genético, chegando a uma
producdo de cerca de 5000 kg de Oleo/hectare. A polpa tem tanto dleo que
basta apertar com os dedos que ele facilmente é extraido. A titulo de
comparacao as culturas anuais apresentam rendimentos muito inferiores tais
como: pinhdo-manso (1000 kg Oleo/hectare), girassol (890 kg 6leo/hectare),
mamona (1320 Kg 6leo/hectare) e a soja considerada atualmente a principal
matéria-prima para producdo de biodiesel com producdo de 500 Kg de
Oleo/hectare. Logo, sem sombra de duvida essa palmacea € uma das plantas
mais promissoras para producéo de 6leo (Nucci et al., 2008; Oliveira, 2006).

Lopes et al. (2013) estudaram a viabilidade econémica da producao de
biodiesel a partir de Macauba no Brasil. Em seu estudo comprovaram que a

cultura da macauba mostrou grande potencial econdmico relacionado as
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caracteristicas de producdo do biodiesel empregando 6leo de sementes e
transesterificacdo alcalina. Entretando segundo os autores a domesticacao e
melhorias no processamento empregados para esta cultura sédo indispensaveis
para assegurar melhor qualidade do 6leo e a sua disponibilidade de uso a
longo prazo.

Iha et al. (2014) analisando as propriedades fisico-quimicas do 0leo
dos frutos de Acrocomia aculeata para produgdo de biocombustiveis
verificaram que a mesma em sua composi¢cdo de 4cidos graxos apresenta
cadeias longas e insaturadas gerando um biodiesel menos estavel a oxidagao
devido ao elevado indice de acidez do 6leo bruto porém, estando na faixa
aceitavel para uso como biocombustivel em motores a diesel. Neste caso por
conta da acidez é necessaria uma etapa prévia de esterificagdo acida para
evitar a formacao de sabdes e emulsdes estaveis.

Recentemente, Aguieiras et al. (2014) realizaram o estudo de producéo
de biodiesel a partir de 6leo acido de macauba (Acrocomia aculeata) por
processo de hidroesterificacdo enzimatica (Rhizomucor miehei). As reagcfes de
hidrolise produziram 99,6% de acidos graxos livres apos 6 horas de reagéo e
91% de conversao em ésteres apoOs esterificacdo de 8 horas em sistema livre
de solvente empregando razdo molar etanol/acido graxo (2:1) e temperatura
reacional de 40°C. Segundo os autores uma das vantagens do uso deste 6leo
acido para producdo de biodiesel € que o0 mesmo ndo compete diretamente
com a industria de alimentos, permitindo uma diversificagdo das culturas
oleaginosas utilizadas para a producao de biodiesel no Brasil.

Também, além do o6leo para producdo de biocombustiveis e outros
produtos, a macauba possui coprodutos que podem agregar valor a cadeia
produtiva. Um desses é o endocarpo (a parte que protege a améndoa). Ele tem
um poder calorifico maior do que o eucalipto podendo ser usado como carvao
vegetal. Por suas caracteristicas estruturais, também tem sido usado como
matéria-prima para obtencao de carvéo ativado (Ramos et al., 2008, lha et al.,
2014).

Do ponto de vista socioeconémico, a producédo de 6leo vem sendo a

utilizagdo mais promissora da macauba promovendo o desenvolvimento em
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muitas regifes do Brasil garantindo emprego e renda para muitas familias de
agricultores. Assim diante dos beneficios econémicos, sociais e ecoldgicos que
a macauba oferece para a sociedade, fica evidente sua importancia,
necessitando da elaboracdo de politicas e manejos para que se realize uma
exploracdo sustentavel e produtiva empregando tecnologias de cultivo que, de
certa forma necessitam de aprimoramentos para atingir o maximo de producéo,
uma vez que a exploracdo da macauba ainda € realizada basicamente de
forma extrativista onde na maioria dos casos os frutos sdo colhidos depois de
cairem no chdo o que compromete a qualidade do 6leo. Além disso, muitas
industrias produtoras do 6leo moem o fruto todo misturando os dois Oleos
(polpa e améndoa), tornando-se necessario o desenvolvimento de tecnologias
para separar a polpa e a castanha a fim de obter-se o avanco tecnoldgico da
cultura dessa palméacea (Biodiesel BR, 2012).

Dessa forma, a palmeira de macauba apresenta grande potencial para

se tornar uma cultura que venha a complementar a cadeia de biodiesel.

3.8. CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Na revisao bibliografica apresentada neste capitulo, procurou-se relatar
0 estado da arte a respeito da producao de biodiesel por transesterificacéo
enzimatica.

O uso de matérias primas oleaginosas para producdo de biodiesel
como a macauba vem ganhando destaque nos ultimos anos devido as
vantagens em termos de rendimento a 6leo desta planta sobre outras culturas
que ocupam atualmente posicdo de destaque no Brasil na producdo de
biodiesel, como a soja e o dendé.

A macauba pode gerar uma quantia de biomassa que pode passar de
30 toneladas por hectare, enquanto que no caso da soja apenas 10% deste
volume total é gerado, o que em termos de biodiesel resultaria em cerca de 5
mil litros para macauba e mil litros para soja por hectare plantado. Além disso,
a macauba destaca-se por ser uma palmeira rastica, necessitando de pouca

agua para seu desenvolvimento e um solo sem muitos cuidados de preparo,
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concorrendo nesse caso, também com outras palmaceas como a palma e o
dendé.

Outra matéria prima oleoaginosa que ganha destaque é o Oleo de
fritura por tratar-se de uma fonte barata ou praticamente sem custo algum, uma
vez que grandes quantidades de residuos de Oleo sdo gerados em varios
locais, principalmente em areas urbanas com alto consumo de 6leos vegetais
refinados como no caso de restaurantes, lanchonetes, fast food’s, industria de
alimentos pré-processados e até mesmo residéncias.

Além disso, o0 uso desta matéria prima para producdo de biodiesel traz
beneficios do ponto de vista econdbmico e ecoldgico diminuindo
consideravelmente os impactos ambientais de solo e poluicdo de &guas
gerados pelo inadequado descarte destes residuos gordurosos nos sistemas
de esgoto e reduzindo o elevado custo da comercializagdo do biodiesel
produzido por 6leos vegetais na sua forma purificada, o que pode representar
um custo global entre 70 e 85% da producéo através do uso destas matérias
primas.

O potencial de aplicacdes de lipases em processos tecnologicos para a
modificacdo de Oleos e gorduras tem sido objeto de grande interesse nos
meios cientificos, econdmico e industrial devido suas vantagens frente ao uso
de catalisadores quimicos. As enzimas, em patrticular as lipases, sdo capazes
de catalisar o processo de transesterificacao, produzindo glicerol mais limpo e
livre de contaminantes, ndo sendo necessaria a neutralizacdo dos mesmos,
constituindo, assim, uma opc¢do ambientalmente mais atrativa que o0s
processos convencionais.

No entanto, poucos trabalhos tém sido apresentados na literatura no
que se refere a producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente
organico, com auxilio de ultrassom, como tentativa de reduzir a resisténcia a
transferéncia de massa neste sistema reacional. Este fato, aliado a
fundamentacdo teorica apresentada neste capitulo, permite justificar
plenamente a realizacdo deste trabalho, cujo maior objetivo reside no estudo
da producdo enzimética de ésteres etilicos em sistema livre de solvente

organico em banho de ultrassom utilizando como substratos o 6leo do fruto de
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macauba (Acrocomia aculeata (Jacg.) Lodd. Ex Mart.), éleo residual de fritura e
etanol e como catalisador a lipase comercial Novozym 435 contemplando a
caracterizacao fisico-quimica do 6leo em estudo, a otimizacdo das condi¢des
operacionais do processo, o0 estudo cinético reacional, a influéncia da
tecnologia de ultrassom na reacdo e a avaliacdo do possivel reuso do
catalisador enzimatico na condicdo otimizada do processo de producdo em

modo batelada.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados, bem
como os procedimentos laboratoriais adotados durante a fase experimental
realizada no ambito deste trabalho, relacionados a producao de ésteres etilicos
via rota enzimética em sistema livre de solvente em banho de ultrassom

empregando 0Oleo do fruto de macauba e 0Oleo residual de fritura.

4.1. MATERIAIS

4.1.1. Reagentes

O estudo realizado na etapa inicial deste trabalho foi dividido na
utilizacédo de dois lotes de 6leo do fruto de macauba, definidos como Lote 1 e
Lote 2: o Lote 1 foi utilizado nos testes preliminares para a producao de ésteres
etilicos e o Lote 2 foi testado como substrato na avaliacdo das melhores
condicBes experimentais para producédo de ésteres etilicos em modos batelada
e continuo a partir dos resultados obtidos nos testes preliminares com o
primeiro lote. As diferencas caracteristicas entre ambos os lotes serdo
descritas no decorrer do trabalho.

Como sequéncia deste estudo, também utilizou-se Oleo residual de
fritura derivado de soja em reacOes de esterificacdo nos modos batelada e
continuo, para producdo de ésteres etilicos utilizando como parametros
experimentais as melhores condicfes estudadas anteriormente para o Oleo de
fruto de macauba.

Os substratos utilizados para as reacdes de transesterificacdo foram o
6leo bruto do fruto de macauba (Acrocomia Aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart)
obtido da unidade de beneficiamento coco de macadba (Associacdo
Comunitaria dos Pequenos Produtores Rurais de Riacho D’Antas e
Adjacéncias — COOPER RIACHAO - Montes Claros-MG), 6leo residual de
fritura derivado de soja obtido de uma empresa de Fast Food da cidade de

Erechim-RS, e o alcool etilico (Merck, 99,9%).
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A lipase comercial imobilizada Novozym 435, produzida pela
Novozymes Brasil/ Araucaria-PR foi utilizada como catalisador das reacdes.
Além dos substratos ja citados, nas reacfes de transesterificacdo empregou-se
peneira molecular 4 A (Sigma Aldrich), como agente dessecante. Apés as
reagbes o meio foi lavado com n-hexano (99% Vetec), por meio de filtragem
simples em papel filtro.

Na quantificacdo dos ésteres formados da reacéo de transesterificacao
em modo batelada do 6leo de macauba em banho de ultrassom foram usados
padrdes comerciais dos ésteres majoritarios do biodiesel tradicional derivado
de Oleo de soja e o padrdo interno heptadecanoato de metila (99% Sigma-
Aldrich), como solvente heptano (99% Sigma-Aldrich) e os gases de arraste,
nitrogénio, hidrogénio e ar sintético (White Martins).

No procedimento para a determinagdo da atividade enzimética de
esterificacdo da lipase Novozym 435 utilizou-se os 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).

Para determinacéo dos indices de acidez e indice de peroxido do 6leo
bruto os reagentes empregados foram: hidroxido de potassio (P.A Vetec), éter
etilico (99,5% Vetec), etanol (95% Fmaia), acido acético glacial (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 acido cloridrico (P.A, Vetec).

4.1.2. Enzima

A lipase comercial Novozym 435 € produzida a partir de Candida
antarctica, imobilizada em resina acrilica macroporosa de troca ibnica, a qual
atua randomicamente nas trés posi¢des do triglicerideo.

A lipase imobilizada é constituida por particulas de formato esferoidal,
com diametro de particula entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de
aproximadamente 430 kg/m®. Esse produto é fornecido com quantidade de
agua entre 1 e 2%. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em
temperaturas na faixa de 40-70 °C (NOVO NORDISK, 1992).
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4.2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.2.1. Pré-tratamento do 6leo bruto do fruto de macauba

Devido as possiveis condi¢cdes de armazenamento do 6éleo apods a sua
extracdo pela Unidade de Beneficiamento Coco de Macauba (COOPER
RIACHAO — Montes Claros-MG), imediatamente ap6s o recebimento do 6leo
bruto do fruto de macauba realizou-se um tratamento prévio de filtragem a
vacuo para remocao de particulas soélidas, conforme apresentado nas Figuras 9
e 10. E importante frisar que o 6leo utilizado neste estudo € uma mistura, com
proporcao desconhecida, do 6leo da polpa e do 6leo da améndoa da macauba,
sendo, portanto assim denominado de 6leo do fruto da macauba.

A remocdo dos residuos sélidos do 6leo do fruto da macauba apds

filtragem acarretou uma perda em torno de 60% no volume inicial do 6leo.

Figura 9. Aparato experimental de filtragem a vacuo do 6leo do fruto de

macauba.
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Figura 10. Filtragem do 6leo de macauba: residuo solido de fibras presente no

6leo (a esquerda); 6leo do fruto de macauba obtido apés filtragem (a direita).

4.3 CARACTERIZACOES DOS OLEOS DO FRUTO DE MACAUBA E OLEO
RESIDUAL DE FRITURA

4.3.1 Cromatografia gasosa (Determinacdo de monoacilglicerois (MAG),
diacilglicerois (DAG) e triacilglicerdis (TAG))

Para a quantificacdo do teor de monoacilgliceréis (MAGS),
diacilglicerdis (DAGs) e triacilglicerois (TAGs) empregou-se técnica de
cromatografia gasosa utilizando as condi¢cdes cromatograficas descritas pela
norma EN14105 do Comité Europeu para Padroniza¢des. Estas analises foram
realizadas no 6leo bruto de macauba a fim de determinar a composicdo e a
gualidade do 6leo em estudo

Na preparagdo das amostras, inicialmente pesou-se 100 mg da
amostra de 6leo em baldo volumétrico de 10 mL, apds adicionou-se 100 pL do
derivatizante MSTFA (N-metil-N-trimetilsilitrifluoroacetamida), apés a solucao
foi
agitada e deixada em temperatura ambiente por 15 minutos para promover a
derivatizacdo dos compostos em seus correspondentes ésteres trimetilsilil, em
recipiente fechado. Em seguida, completou-se o volume (10 mL) com n-
heptano. As solucbes foram transferidas para os frascos de amostragem e

levadas ao GC-FID para analise injetando-se (1 pL) da amostra.
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As andlises das amostras foram realizadas em cromatografo gasoso
(GC) — Shimadzu 2010, com injetor automatico e on-column e detector de
ionizacdo de chama (FID).

Utilizou-se a coluna capilar DB-5 (J e W Scientific, n°® de série:
US7162944H), de 30 m x 0,25 mm x 0,1 ym.

As condicbes de operacdo foram estabelecidas de acordo com a
Norma n°® 14105, do Comité Europeu para Padronizagdes.

A temperatura inicial utilizada na coluna foi de 50 °C/min, aumentando
15 °C/min até 180 °C, apés 7 °C/min até 230 °C, e 10 °C/min até 380 °C,
permanecendo por 8 min. A temperatura do detector foi de 380 °C, presséo do
gas de arraste (ar sintético e nitrogénio) de 80 kPa e o volume injetado foi de 1
ML. A norma EN 14105 (2003) estd descrita na integra no Apéndice A bem
como os calculos utilizados para determinagédo da concentracdo de mono- di- e

triacilglicerois nas amostras.

4.3.2 Determinacgéo do indice de acidez (IUPAC 2.201)

O indice de acidez é a medida do teor de acidos livres em gorduras e
acidos graxos, sendo definido como a quantidade de hidroxido de potassio (em
miligramas) necesséria para neutralizar os acidos livres presentes em 1 grama
de amostra.

Para determinacédo do indice de acidez do 6leo de macauba e 6leo de
fritura foi utilizada a metodologia descrita pela IUPAC 2.201 através de titulacdo
da amostra com hidroxido de potassio 0,1 N.

Na andlise do indice de acidez em ambos os 6leos foram pesados 3
gramas de amostra em um erlenmeyer (250 mL) e adicionados 50 mL de uma
mistura éter etilico: etanol (1:1 v/v), previamente neutralizada com solucdo de
hidroxido de potassio 0,1 N.

Apos, foram adicionadas trés gotas de fenolftaleina e a amostra foi
titulada com solucéo de hidroxido de potassio 0,1 N, até atingir pH 11.

O calculo do indice de acidez em mg KOH/g foi realizado pela Equacao
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[ A= 56,1xV*N )
E

Onde:

V = 0 volume de solucdo de hidréxido de potéssio utilizado na titulacao
em mL;

N = a normalidade da solucdo de hidroxido de potassio;

E = a massa da amostra em gramas;

56,1 = a massa molecular do hidréxido de potassio.

4.3.3 Determinacéo do indice de peroxido (AOAC 965.33)

Uma das principais formas de deterioracdo dos 0leos consiste no
processo de oxidagdo, que ocorre quando o oxigénio atmosférico acaba sendo
dissolvido no Oleo e reage com o0s seus constituintes (acidos graxos
insaturados), sendo que, quanto maior o grau de insaturacdo mais reativos com
0 oxigénio serao.

Um dos métodos para avaliar os niveis de oxidacdo dos Oleos e
gorduras é o indice de peroxido. Para a determinacdo do indice de peréxido
dos 6leos em estudo foi utilizada a metodologia descrita pela AOAC 965.33
através de titulacdo da amostra com tiossulfato de sédio 0,01 N padronizado.

O indice de perodxido representa a quantidade de peréxidos expressa
em miliequivalentes de oxigénio ativo por quilograma de amostra, ocasionada
pela oxidacédo do iodeto de potassio, com a solucdo de amostra dissolvida em
acido aceético e cloroférmio.

Na analise de indice de perdxidos foram pesados 5 g da amostra em
um erlenmeyer (250 mL) com tampa e adicionou-se 30 mL de uma solugéo
acido acético/cloroférmio (3:2 v/v), agitando até total dissolucéo do o6leo.

Apoés adicionou-se 0,5 mL de uma solucdo saturada de iodeto de
potassio agitando a mesma e deixando em repouso por 1 minuto sendo

acrescentado apos este tempo 30 mL de H,0O destilada.
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Posteriormente, titulou-se a mistura com tiossulfato de sodio 0,01 N até
o desaparecimento parcial da coloracdo amarela, adicionando-se entdo 1 mL
de solucdo de amido 1% e continuando a titulacdo com agitacdo vigorosa para
liberar todo o iodo ainda presente na solugdo, até o desaparecimento da
coloracao azul.

Para determinacdo do indice de perdéxido na solucdo denominada
‘branco™ realizou-se 0 mesmo procedimento experimental descrito
anteriormente sem a adicdo da amostra.

O célculo do indice de peroxido em miliequivalente peroxido/Kg de éleo

foi realizado pela Equacéao 2:

| P = S*Nx1000 )

g(amostra)

Onde:

S é o volume de tiossulfato gasto na titulacao (corrigido com o branco)
em mL;

N € a normalidade da solucao de tiossulfato;

g € a massa da amostra em gramas.

4.4. REACOES DE TRANSESTERIFICACAO EM MODO BATELADA

Os experimentos para producdo enzimatica de ésteres etilicos com
Oleo do fruto de macauba (Acrocomia aculeata) e Oleo residual de fritura de
soja em modo batelada foram realizados em um banho de ultrassom (Unique
ultraSonic Cleaner, modelo: USC-1800A, frequéncia US: 40 KHz, poténcia US:
132 W), conforme apresentado na Figura 11.
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Figura 11. Aparato experimental utilizado para a producdo enzimatica de

ésteres etilicos em modo batelada em banho de ultrassom.

Nestas reacdes empregou-se como substratos etanol e os 6leos do
fruto da macauba e Oleo residual de fritura derivado de soja, sendo a lipase
comercial imobilizada Novozym 435, utilizada como catalisador do processo.
Devido ao pequeno volume de reacéo, para cada tempo reacional estudado,
foram realizadas reacdes, utilizando baldo volumétrico de 50 mL.

Em virtude do fato de que a producédo de ésteres etilicos derivados do
6leo do fruto da macauba em sistema de ultrassom apresentar-se como uma
nova e promissora tecnologia, ndo se tem ainda conhecimento do
comportamento do 6leo no sistema proposto.

Desta forma, inicialmente foi realizado um estudo cinético prévio, com o
6leo de macauba (Acrocomia aculeata) proveniente do primeiro lote estudado
(Lote 1) para determinar o tempo reacional e a concentracdo de enzima a
serem fixados na etapa posterior visando a otimizacdo das condicdes
experimentais em termos de conversao em ésteres etilicos.

As condi¢des experimentais para producdo de ésteres etilicos a partir
do Oleo de macauba basearam-se primeiramente na condicdo otimizada
proposta por Trentin (2013), que estudou a transesterificacdo enzimatica do

6leo de soja com etanol em sistema de ultrassom e livre de solvente usando a
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lipase comercial imobilizada Novozym 435. Estas condicbes foram:
concentracdo de enzima 27% (em relacdo a massa total dos substratos), razéo
molar Oleo/etanol 1:3, poténcia da ultrassdnica 40% (em relacdo ao total da
capacidade maxima o ultrassom (132 W)) e temperatura reacional de 63 °C.

Os experimentos foram realizados em tempos reacionais de 15, 30, 45,
60, 90, 120, 180, 240, 300 e 360 minutos em meio livre de solvente organico.

4.4.1 Planejamento de experimentos

ApoOs os testes preliminares descritos anteriormente, os ensaios foram
conduzidos com base em um planejamento fatorial fracionado 2%, de 11
ensaios com triplicata do ponto cental, o qual visou o screening de variaveis de
forma a verificar os efeitos destas sobre o processo.

O planejamento fatorial fracionado foi adotado neste estudo, uma vez
que o objetivo deste ndo foi a otimizacdo do processo, mas sim apenas 0
conhecimento do comportamento reacional no sistema proposto e o potencial
de producédo de ésteres etilicos da oleaginosa de macauba em estudo para que
em etapas subsequentes possa-se realizar a otimizacao do processo.

No planejamento foram avaliadas a influéncia de quatro variaveis:
temperatura (40 & 70 °C); razdo molar 6leo/etanol (1:3 a 1:10); concentracdo da
enzima Novozym 435 (5 a 20% (m/m em relagc&o aos substratos)) e poténcia do
ultrassom (40 a 100% em relacéo a poténcia maxima do equipamento (132 W))
mantendo-se fixo o tempo de reacdo em 90 minutos. As variaveis estudadas e
0S respectivos niveis sao apresentados na Tabela 10. Os resultados foram
analisados usando o software Statistica® 7.0 Statsoft Inc.
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Tabela 10. Variaveis e niveis estudados no planejamento 2** para producéo
enzimatica de ésteres etilicos de 6leo do fruto de macauba em sistema livre de

solvente e em banho de ultrassom.

Variaveis Independentes Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 40 55 70
Razao molar 6leo:etanol 1:3 1:6,5 1:10
[E] (%p/p, em relacdo a massa de substratos) 5 12,5 20
Poténcia (%) 40 70 100

4.4.2 Determinacdo da melhor condicdo experimental para o primeiro lote
de 6leo do fruto de macauba

ApOos a realizacgdo do planejamento experimental descrito
anteriormente, realizou-se um estudo visando definir as condi¢cdes
experimentais que conduzissem a melhor conversao em ésteres etilicos.

Os experimentos foram realizados a temperatura de 65 °C, 100% de
poténcia em relacdo a capacidade maxima do ultrassom (132 W), razao molar
Oleo/etanol de 1:9, concentracdo de enzima de 20% (m/m), durante 360
minutos.

Devido a consideracdes pertinentes quanto a presenca de agua em
reacoes de transesterificacdo feitas no decorrer deste trabalho, diferentes
concentracdes de peneira molecular 4 A (Sigma Aldrich) para remover de agua
produzida no processo também foram testadas nesta etapa. As concentracdes
de peneira molecular utilizadas foram de 10, 20, 50 e 100% em relacdo a
massa total de substratos. As reacfOes de transesterificacdo ocorreram

conforme apresentado na Figura 12.
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Figura 12. Representacdo esquematica das reacbes de transesterificacdo e

tratamento da amostra até analise por cromatografia gasosa.

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

l

Tempo reacional ]

Creanbhicacaa da Filtragem simples com

ésteres por -— -—

15 mL de n-hexano e decomrido

—

cromatografia gasosa

evaporacio

4.4.3 Quantificacdo do teor de agua do dleo do fruto de macauba

A porcentagem de agua presente na amostra de Oleo antes e apés a
reacdo de transesterificacao foi determinada pelo método de titulacdo em Karl
Fischer utilizando o equipamento Mettler Todelo DL 50 Graphix e empregando
a metodologia da AOAC Official Method 984.20. Esse método esta baseado na

oxidacao de SO, pelo I, em presenca de agua.

4.4.4 Estudo de transesterificacdo na melhor condi¢cao experimental para
0 segundo lote de 6leo do fruto de macauba e 6leo residual de fritura

Apés a realizacdo dos testes com diferentes concentracdes de peneira
molecular utilizando o primeiro lote de 6leo de macauba, definiu-se a melhor
condicdo para a sequéncia de experimentos utilizando 6leo de macauba
proveniente do segundo lote recebido. Este segundo lote foi necessario para o
decorrer do trabalho devido ao término de amostras de 6leo de macauba
proveniente do primeiro lote.

Os parametros empregados neste segundo lote foram: temperatura de
65 °C, razao molar 6leo/etanol de 1:9, 100% de poténcia do ultrassom (132 W),
concentracdo de enzima de 20% (m/m) em relacdo aos substratos, 100% de
peneira molecular (m/m) em tempos de reacdo de 1, 3, 5, 10, 15, 30, 60, 90,
120, 180, 240 e 360 minutos.
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Para o Oleo residual de fritura foram empregadas as mesmas
condicles experimentais.

Como teste comparativo da eficiéncia do banho de ultrassom no
processo também foram realizadas reagbes nas mesmas condi¢fes descritas

anteriormente, sem o uso do ultrassom.

4.5. ESTUDO DE REUSO DO BIOCATALISADOR NOVOZYM 435

Para avaliagdo do reuso da enzima Novozym 435 foram utilizadas
apenas as condicfes experimentais de 30 e 120 minutos de reacao com 06leo
do fruto de macauba, 65 °C, 100% de poténcia do ultrassom de 132 W, razéo
molar 6leo de macauba:etanol 1:9 e concentracdo de enzima de 20% (m/m da
enzima Novozym 435, em relacdo a massa de substratos) e 100% de peneira
molecular (m/m) em relacdo & massa de substratos.

Para estes testes um aumento de escala no volume da reacdo em 10
vezes das massas de 6leo de macauba, etanol, enzima e peneira molecular foi
necessario para que todas as determinacfes de atividade de esterificacdo
fossem realizadas com a mesma quantidade de amostra de enzima. Entéo,
nessa etapa, com razao molar 6leo/etanol 1:9 utilizou-se 10 g de 6leo para 4,8
g de etanol.

Os experimentos foram realizados em balées de fundo redondo (250
mL) imersos em banho de ultrassom. Para recuperar a enzima ao final de cada
tempo de reacdo, o biocatalisador imobilizado foi separado do meio reacional
por filtracdo utilizando papel filtro. O processo de filtragem consistiu na
realizacdo de duas lavagens com 15 mL de hexano para separacdo do
biodiesel impregnado na enzima e filtrou-se a vacuo a suspensao obtida. Este
procedimento é uma variacdo do método desenvolvido por Castro e Anderson
(1995), que utiliza n-heptano. Apds este procedimento, a amostra foi submetida
a rotavapor (marca Fisatom, modelo 550) para remocao do solvente.

Posteriormente, secou-se a enzima retida no papel filtro em estufa
(modelo JP 101, marca J. Prolab) a 40 °C durante 1 hora. A enzima recuperada

foi mantida em dessecador por 24 horas.
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ApOs este periodo, antes de iniciar o procedimento de medida de
atividade, a enzima recuperada foi ativada em estufa a 40 °C durante 1 hora
(Oliveira et al., 2006), para eliminacédo de possivel umidade. Posteriormente, a
atividade da mesma foi determinada para verificar possiveis perdas durante os
ciclos de reacdo e torna-la apta para a reutilizacdo. 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. A medida de atividade foi

realizada no inicio e ao final das rea¢Bes com a enzima recuperada.

4.6 REACOES DE TRANSESTERIFICACAO EM MODO CONTINUO

O sistema experimental utilizado neste trabalho para as reacdes de
transesterificacdo enzimatica em ultrassom em modo continuo usando 6leo do
fruto de macauba e 6leo residual de fritura consistiu em um reator de polietileno
de alta densidade (PA 12) com 1/16 in de diametro externo, expessura de 1,1
mm, diametro interno de 4,15 mm, comprimento de 2 m e volume de 27,05 mL
(Figura 13) com alimentacdo da mistura reacional de oOleo de fritura/alcool
etiico e O6leo de macaubal/élcool etilico (substrato), com uso de
aproximadamente 8 gramas de catalisador, sendo este a enzima comercial
Novozym 435 e 4 g de peneira molecular, um banho de ultrassom (Unique
ultraSonic cleaner, modelo: USC-180A, frequéncia US: 40KHz, poténcia US:
154W). A Figura 13 a seguir apresenta o aparato experimental utilizado neste

trabalho.
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Figura 13. Aparato experimental utilizado para a producdo enzimatica de
ésteres etilicos em modo continuo e banho de ultrassom.

O procedimento experimental consistiu no empacotamento completo do
reator com a enzima Novozym 435 e a peneira molecular. Apés acoplou-se o
reator ao sistema reacional e imergiu-o no banho de ultrassom ja
acondicionado na temperatura e poténcia a ser utilizada no experimento,
iniciando-se o bombeamento continuo dos substratos 6leo de fritura/alcool
etilico, 6leo de macauba/alcool etilico, previamente homogeneizados sob a
mesma agitacdo durante a reacado por um agitador mecanico (Marca Fisatom,
Modelo 712) inserido no frasco contendo a mistura reacional, a uma dada
razdo molar (6leo:alcool) e vazdo volumétrica de alimentacdo do substrato, até
0 completo preenchimento do sistema reacional, usando uma bomba de alta
pressao para liquidos (HPLC) Digital Série Il (Marca Acuflow).

Este tipo de bomba opera com vazéo constante (0,1 a 10 mL/min) e
pressdo de trabalho de 0 a 415 bar. A bomba é utilizada para deslocar a
mistura reacional para a zona de reacao e manter a pressao do sistema.

O calculo do volume do reator foi realizado através de seu diametro
interno e comprimento utilizado. A porosidade do leito foi determinada de
acordo com Dalla Rosa (2009) adicionando o calculo da porosidade interna da
enzima. Neste caso, a porosidade do leito deve considerar o volume do soluto
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(enzimas) que ocupa o leito do reator e o volume de poros da enzima, como

mostra a seguinte equacao:
J —
N S VP

g =1- v
: ©
Onde:
Vs = volume ocupado pelas enzimas no leito do reator;
Vg = volume do leito do reator;
Vp = volume de poros das enzimas que ocupam o leito do reator;

€L = porosidade do leito.

Para o calculo do volume de soluto (Vs) obteve-se as seguintes
informacdes: numero de unidades de enzima em determinada massa e
didametro médio das particulas da enzima conforme descrito por Dalla Rosa
(2009).

O volume de poros (Vp) foi entdo multiplicado pela massa da amostra
de enzima empacotada no leito do reator. Neste caso, foi adotado como valor
de volume de poros: Vp = dado pela ficha técnica do fabricante da enzima (0,5
mL/qg).

O tempo de residéncia é dado pela porosidade do leito multiplicado
pelo seu volume e dividido pela vazdo de alimentacdo de substratos a ser
utilizada no processo de acordo com Dalla Rosa (2009).

eLXVR
T = —— (4)
q

Onde:
VR = volume do leito do reator;
g = vazao de alimentacéo;

gL = porosidade do leito.
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ApGs a mistura reacional percorrer toda a extensdo do reator, a coleta
das amostras foi realizada em frascos de amostragem apds decorrido um
tempo de residéncia da mistura na zona reacional e analisadas por
metodologia de titulagcao.

As condi¢des experimentais aplicadas no modo continuo foram: razéo
molar 6leo:etanol (1:9), temperatura 65 °C e 100% da poténcia do ultrassom
(154 W) sendo estas as mesmas utilizadas na melhor condicao apresentada
para o 6leo de macauba em modo batelada, conforme descrito anteriormente.

A vazéao de alimentacdo utilizada neste processo foi 2,0 mL/min.

4.7. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

O procedimento adotado para a determinacdo da atividade da enzima
Novozym 435, foi descrito por Oliveira et al. (2006). A atividade da enzima foi
quantificada pelo consumo de acido laurico na reacédo de esterificacdo entre o
acido laurico e alcool n-propilico, a temperatura de 60 °C, com a enzima (0,195
g) mantida sob agitacdo por 40 minutos.

A reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio reacional, em um
reator de vidro aberto de 20 mL, provido de agitacdo magnética e conectado a
um banho termostatico.

Aliquotas de 150 uL foram retiradas do meio reacional no tempo zero e
apos 40 minutos de reacdo e foram diluidas em 20 mL de acetona-etanol (1:1)
com a finalidade de cessar a reacdo e a extracdo dos &cidos restantes. A
quantidade de acido laurico consumido foi determinada por titulacdo com
NaOH 0,01 N.

Uma unidade de atividade de enzima é definida como a quantidade de
enzima que conduz ao consumo de 1 umol de acido laurico por minuto nas
condicles experimentais descritas.

A Equacéo 5 foi empregada para o calculo da atividade da lipase:

Atividade (U / g) = KVONao” )‘6/40”60” )]xN x10°3
t x ma (5)
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Onde:

N = normalidade da solucéo de hidroxido de sodio;

V? = volume de hidréxido de sédio gasto na titulacdo da amostra no tempo zero
(mL);

V% = volume de hidréxido de sédio gasto na titulacdo da amostra apds 40
minutos de reacdo (mL);

m = massa de enzima utilizada na reacao (g);

t = tempo de reagao (min).

4.8. QUANTIFICACAO DOS ESTERES ETILICOS POR CROMATOGRAFIA
GASOSA

Apés a reacdo de transesterificacdo do 6leo de macauba em modo
batelada feita em banho de ultrassom realizou-se a coleta e filtragem das
amostras em papel filtro procedendo-se a evaporacdo do alcool etilico néo
reagido e do hexano utilizado para lavar a enzima em rotavapor (Marca
Fisatom, modelo 550) na temperatura de 65 °C.

Para a quantificacdo de ésteres de acidos graxos as amostras foram
previamente preparadas, transferindo-se 250 mg das mesmas para um baldo
volumétrico de 10 mL completando o volume até o menisco do mesmo com n-
heptano.

Apos, transferiu-se uma aliquota de 50 uL desta solugao para um baldo
volumétrico de 1 mL e adicionou-se 50 pyL do padrao interno heptadecanoato
de metila (C17:0) na concentracdo de 5000 mg/L e completou-se o volume até
0 menisco com n-heptano. As amostras foram transferidas para os frascos de
amostragem e levadas ao GC-FID para analise.

As amostras de cada experimento foram preparadas em duplicata.
Apés este procedimento, a solucdo foi entdo injetada (1 pL) em um
cromatégrafo gasoso (GC) (Shimadzu 2010), com injetor automatico (Split) e
detector de ionizacdo de chama (FID).

Utilizou-se a coluna capilar Rtx-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) nas
condi¢cdes cromatograficas descritas pela norma EN 14103 (2001), do Comité

Europeu para Padronizagbes. A temperatura inicial da coluna foi 120 °C
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permanecendo por 1 min, seguido pelo aguecimento de 15 °C/min até 180 °C
permanecendo por 2 minutos, e novamente aquecendo 5 °C/min até 250 °C
permanecendo assim por mais 2 minutos. Ar sintético e nitrogénio foram
utilizados como gas de arraste e a temperatura do injetor e detector foram de
250 °C com a taxa de split de 1:50.

A norma EN 14103 (2001) esta descrita na integra conforme Apéndice
A bem como os célculos utilizados para determinacdo da concentracdo de

ésteres nas amostras.

4.9. CONVERSAO DOS ACIDOS GRAXOS VEGETAIS EM ESTERES
ETILICOS POR TITULACAO DE INDICE DE ACIDEZ

Como a reacdo de esterificacdo produz além dos ésteres também
adgua, as amostras coletadas ap0s as reacfes foram analisadas através do
método da titulacdo de indice de acidez.

Este € um método eficiente que substitui, neste caso, a utilizacdo da
cromatografia gasosa na quantificagdo dos acidos graxos, sem necessidade de
secagem para completa remocdo da agua da amostra e ndo necessitando de
evaporacao do excesso de alcool residual, conforme apresentado por Trentin et
al. (2014) comprovando a efetividade da técnica, com base na comparacéo
realizada entre os dois métodos (cromatografia gasosa x conversado de acidos
graxos por titulacdo), empregando acido graxo vegetal de 6leo de soja e a
literatura reportada pelos seguintes autores (Chen et al.,, 2012, Zhang et al.,
2012; Rattanaphra et al., 2012; Rahman et al., 2012; Lemaire et al., 2011;
Marchetti e Errazu, 2010), a conversao dos acidos graxos foi determinada por
titulacao.

A técnica da titulacdo foi realizada de acordo com a IUPAC 2.201 o
AOCS Cd 3d - 63 e consiste na determinacdo da acidez do meio, devido a
presenca dos 4cidos graxos livres. Estes acidos sédo capazes de reagir com a
solucdo de hidroxido de potassio e o resultado obtido é expresso em mg KOH
por (g) de amostra e normalmente a acidez titulavel corresponde ao dobro do

percentual dos acido graxos correspondentes da amostra.
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Este procedimento é realizado com a pesagem de uma aliquota de
aproximadamente 1,5 g de amostra de 6leo em um erlenmeyer de 250 mL. Em
seguida, adiciona-se 50 mL de uma solucdo etanol anidro:éter etilico (v/v),
homogeneizado e a esta, adiciona-se 5 gotas de indicador fenolftaleina 1%
para indicar o ponto de viragem (mudanca de cor) na titulacdo com solugéo de
KOH 0,1 N. Como ja mencionado anteriormente, a amostra ndo necessita de
nenhum tratamento prévio por analise desta técnica, sendo a amostra,
diretamente coletada do reator para ser analisada, sem necessidade de
secagem para evaporacao da agua ou do excesso de solvente. As amostras de
cada experimento foram preparadas e analisadas em duplicata por esta
técnica.

O indice de acidez é determinado pela Equacgdo (1) conforme
apresentado anteriormente no item 4.3.2.

Para determinar o percentual de conversdo do acido graxo vegetal é
necessario determinar a acidez da solucao alimentada no reator.

Determinando-se a acidez inicial e final (ap6s a reacdo) € possivel
determinar a conversdo de acidos graxos, que esta diretamente relacionada
com o teor em ésteres da mistura.

O calculo para conversdo dos &acidos graxos € apresentado na

Equacao 6.

Ai—-At

AGL (%) = (%) x 100 ©6)

Onde:
AGL (%) = Converséo de &cido graxo livre;
Ai = indice de Acidez inicial;

At = indice de acidez final.

A acidez no tempo t é calculada pontualmente, de acordo com a
cinética realizada, ou seja, assim que a amostra é coletada j4 é devidamente

pesada e titulada evitando a evaporacdo dos componentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao
longo do estudo do processo de producdo enzimatica de ésteres etilicos
utilizando como substratos 6leo do fruto de macauba (Acrocomia aculeata
(Jacq.) Lodd. ex Mart.), 6leo residual de fritura e etanol em sistema livre de
solvente organico em banho de ultrassom, conforme ja descrito no capitulo

anterior.

5.1. CARACTERIZACAO DO OLEO DO FRUTO DE MACAUBA E OLEO
RESIDUAL DE FRITURA

De forma geral, os indices de acidez e de peroxido, assim como as
quantificacdes, por cromatografia gasosa, de monoacilglicerdis (Mag),
diacilglicerois (Dag) e triacilgliceréis (Tag), tém a finalidade de verificar a
qualidade de oOleos e gorduras, sendo esta proporcional ao percentual de
triglicerideos presentes na amostra oleoginosa. Assim, valores altos de indice
de acidez e de indice de peroxido implicam baixas porcentagens de

triglicerideos e, portanto, baixa qualidade da matéria-prima.

5.1.1. Determinacdo de monoacilgliceréis (MAG), diacilglicerois (DAG) e
triacilgliceréis (TAG)

Para o estudo de caracterizagdo do 6leo bruto de macauba dos lotes 1 e
2 e Oleo residual de fritura derivado de soja foram realizadas anélises de
monoacilgliceréis (MAG), diacilglicerdis (DAG) e triacilglicerdis (TAG)
empregando-se cromatografia gasosa e as condi¢cdes descritas pela norma
EN14105 (2003) do Comité Europeu de Padronizagdes.

No cromatograma, geralmente, as areas obtidas entre 15 e 19 minutos
correspondem a regidao de MAGs, de 23 a 28 minutos corresponde a regiao de
DAGs e de 31 a 34 minutos corresponde a regido de TAGs. A Tabela 11
apresenta os valores percentuais de MAG, DAG e TAG presentes nos 6leo de

macauba bruto e 6leo residual de fritura.
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Tabela 11. Porcentagem de monoacilgliceréis (MAG), diacilglicer6is (DAG) e
triacilglicerois (TAG) nos lotes 1 e 2 do 6leo do fruto de macauba e dleo

residual de fritura.

Amostra MAG (%) DAG (%) TAG (%)

Lote 1 30,7 21,6 8,3

Lote 2 20,2 9,7 15,1

Oleo de Fritura 0,4 7,3 Indeterminado

Lemke Gonzalez (2012) realizou a quantificagcdo dos monoacilglicerideos
(MAG), diglicerideos (DAG) e triglicerideos (TAG) do 6leo de macauba por
cromatografia gasosa obtendo 7,4% (MAG), 18,9% (DAG) e 8,4% (TAG). Estes
resultados para DAG e TAG estdo dentro da faixa de valores encontrados
neste trabalho.

Nos resultados obtidos neste estudo observa-se que no 6leo do lote 2 ha
uma menor quantidade de mono e diacilgliceréis e um aumento na quantidade
de triacilgliceréis em comparacéo ao lote 1, podendo-se dessa formar afirmar
gue o 6leo proveniente do lote 2 encontra-se menos degradado possivelmente
devido a realizacdo da etapa de filtragem do 6leo apds recebimento do lote
para remocao de contaminantes indesejados (bagaco, fibras, folhas, sujeiras) e
em virtude disso o Oleo pode apresentar uma maior capacidade de
transesterificacdo, conduzindo a um maior rendimento em biodiesel ao final da
reacao.

Para o dleo de fritura os resultados acima confirmam a presenga
minoritaria de monoacilglicerideos e diacilglicerideos, ndo tendo sido possivel a
guantificacdo dos triacilglicerideos devido sua elevada concentracéo,
ocasionando assim um impedimento no uso da técnica.

Segundo Regitano-D’arce (2006), oleos residuais brutos de alta
qualidade, como o da soja, podem apresentar entre 95-97% de
triacilglicerideos.

Lemke Gonzalez (2012) apresentou resultados semelhantes a estes em
seu trabalho comprovando através de cromatografia em camada delgada uma
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maior intensidade de triacilglicerideos, indicando assim que esta classe de
compostos estaria presente em maior quantidade no 6leo de fritura.

5.1.2. Determinacédo do indice de acidez, peroxido e quantificagcdo do teor
de 4gua do 6leo do fruto de macauba e 6leo residual de fritura.

Realizaram-se as andlises fisico-quimicas de indice de acidez, indice
de peroxido para ambos os 6leos em estudo e teor de umidade do oleo de
macauba.

Os resultados obtidos sao apresentados na Tabela 12. As variacbes
nos teores de agua, indice de acidez e indice de perdxidos dos 6leos estdo
relacionados com a natureza e a qualidade da matéria-prima, além do tipo de
processamento e de conservacédo do o6leo.

Na literatura, encontram-se disponiveis alguns trabalhos em que
realizaram tais analises, tal como Tiwari et al. (2007) que encontraram um teor
de agua de 1,4% e um indice de acidez de 28,0 mg KOH/g no 6leo de pinhdo
manso para producdo de biodiesel por catalise homogénea.

Lemke Gonzalez (2012) estudou a caracterizagdo fisico-quimica do
0leo de macauba, encontrando valores de teor de agua de 0,94% determinado
através da titulacdo pelo método de Karl Fischer. Amaral (2007) em seu
trabalho verificou 0,89% de teor de agua no Oleo da polpa de macauba. Valores

estes acima dos encontrados neste estudo.

Tabela 12. Resultados das analises fisico-quimicas realizadas no 6leo do fruto

de macauba e 6leo residual de fritura.

Anélise Lote 1 Lote 2 Oleo de soja
fritura
Umidade (%) 0,713 +0,021 0,612 = 0,027 N.D.
indice de Acidez (mg KOH/qg) 89,0 £ 0,52 73,0+ 0,61 5,37 %0,2
indice de perdxido (meq 19,78 £ 0,24 14,22 + 0,33 0,79 £ 0,04
peréxido/kg Oleo)

No trabalho de Rezende (2009) o percentual de teor de agua

encontrado para o 6leo bruto de macauba foi de 0,36%.
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Neste estudo a andlise de teor de agua no 6leo de macauba foi
realizada em triplicata através do meétodo de titulacdo de Karl Fischer,
resultando em teores que variaram entre 0,713 e 0,612%. Estes valores estdo
abaixo dos resultados encontrados na literatura, conforme descrito
anteriormente, e podem ser considerados satisfatérios para reacbes de
transesterificagdo uma vez que 0 excesso de agua presente no 6leo pode ser
prejudicial e afetar ao bom desempenho no processo reacional de produgéo de
biodiesel.

Conforme Zanette (2010), uma quantidade pequena de &gua pode
estar presente no Oleo, o que nao interfere na reacdo de transesterificacéo,
especialmente se esta reagao for catalisada por lipases.

A determinacdo do teor/indice de acidez do dleo tem o objetivo de
expressar 0 estado de conservacdo do mesmo durante o armazenamento.
Com o aquecimento e pela acéo da luz ocorre a decomposicéo dos glicerideos,
que é acompanhada pela formacédo de acidos graxos livres (Moretto et al.,
2002; Rezende, 2009).

Segundo Regitano-D‘arce (2006), 6leos brutos podem apresentar maior
degradabilidade oxidativa em relacdo a 6leos refinados e de alta qualidade,
como o da soja. Dessa forma, valores altos de indices de acidez e de peréxido,
implicam baixas porcentagens de triglicerideos e, portanto, baixa qualidade da
matéria-prima.

A andlise de acidez foi realizada através de titulacdo sendo a unidade
de medida utilizada em mg KOH/g. Utilizando este procedimento, valores de
indices de acidez em torno de 81 mg KOH/g (macauba) e 5,5 mg KOH/g (6leo
de fritura) foram obtidos para os 6éleos em estudo.

Lemke Gonzalez (2012) também realizou analises de indice de acidez
e peroxido para o 6leo de macauba e 6leo de fritura em seu trabalho. Os
valores encontrados pela autora em indice de acidez no 6leo de macauba
foram 114,42 mg KOH/g e ¢6leo de fritura derivado de soja 1,89 mg KOH/g,
mostrando, como nos resultados obtidos neste estudo, 89 e 73 mg KOH/g
(macauba) e 5,37 mg KOH/g (6leo de fritura), que ambos Oleos possuem

grande quantidade de &cidos graxos livres. Em relacdo a macauba isso pode
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ser atribuido a danos causados durante o processo de colheita dos frutos
(excesso de maturacdo, moagem do fruto com sujidades ou oxidados) ou
mesmo na sua forma de armazenamento (exposto ao calor e umidade,
armazenamento em tonéis sujos).

Entretanto, os valores encontrados neste trabalho para Oleo de
macauba estdo de acordo com Rodrigues (2007), que reporta valores na faixa
de 10 - 91 mg KOH/g de indice de acidez para 6leo de macauba.

Segundo O’brien (2004), o éleo bruto extraido de plantas oleaginosas
muitas vezes pode apresentar alto percentual de acidez e estes elevados
valores de acidez inviabilizam o emprego da catalise basica classica
(homogénea) no processo de transesterificacdo, gerando reacdes competitivas
indevidas de saponificagéo.

Assim, a catalise acida e a catélise enzimatica sdo as melhores op¢des
para a producdo de biodiesel a partir de 6leos com alto conteudo de acidos
graxos livres, porém quanto maior a acidez do 6leo vegetal utilizado na reacéo
de transesterificagdo, menor sera a taxa de conversdo esperada em ésteres
(Lam et al., 2010; Meher et al.,2006).

Em relacédo a oleos residuais dados da literatura reportam a utilizacéo
de Oleo de fritura para producdo de biodiesel com indice de acidez variavel
entre 1,06 e 4,3 mg KOH/g. (Aradjo et al.,, 2013; Maddikeri et al., 2013;
Avellaneda e Salvado, 2011; Wen et al., 2010; Demirbas, 2009).

Neste estudo, conforme explicitado na tabela 12, o Oleo de fritura
apresentou acidez de 5,37 mg KOH/g. De acordo com o fornecedor, o 6leo de
fritura € utilizado por até 2 dias, entretanto o mesmo apos o uso é colocado em
tonéis de metal, ficando armazenado de 8 até 10 dias para ser encaminhado
para descarte, apresentando assim por esta razao um valor elevado de acidez
devido um estado oxidativo avancado gerado pelo longo armazenamento e
possiveis residuos de alimentos, agua e sal contidos no 6leo.

De acordo com Moretto et al. (2002), o indice de perodxido indica o grau
de oxidacdo do Oleo ou da gordura, sendo um indicador sensivel no estagio

inicial da oxidacéo, indicando a deterioracdo do sabor e odor.
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No inicio do processo de rancificacdo do Oleo ha formacdo de
peréxidos organicos, os quais degradam os triglicerideos levando a formacao
de produtos como &cidos graxos, aldeidos, monoglicerideos e diglicerideos, os
quais sdo indesejaveis, pois diminuem o rendimento em ésteres (Rodrigues,
2007).

Lemke Gonzalez (2012) obteve em seu trabalho indice de peréxido de
4,4 meq de peroxido/kg de 6leo de macauba e 0,75 meq de peréxido/Kg para
Oleo de fritura sendo este ultimo valor préximo ao encontrado neste estudo,
(0,79 meq de peréxido/Kg). Rodrigues (2007) obteve de 16 a 20 meq de
peroxido por kg de Oleo da polpa da macauba. Neste estudo, a determinacao
do indice de peroxido foi conduzida logo apés a extracdo do 6leo. Estes valores
estdo dentro da faixa de indice de peréxido obtida neste trabalho, equivalente a
14,22 e 19,78 meq de peréxido/kg de 6leo. De acordo com o fornecedor do
Oleo, o produto passa por um periodo de até seis meses de decantacdo apos a
prensagem. Dessa forma constata-se que, em condicbes favoraveis de
armazenamento, o 6leo de macauba, mesmo com elevado indice de peréxido
caracteristico do 0Oleo, apresenta-se estavel.

O indice de peroxido, segundo O'brien (2004), é uma das analises mais
utilizadas para caracterizar 6leos e gorduras. Os valores de indice de peroxido
compreendidos entre 1 e 5 meg/kg séo classificados como de baixo estado de
oxidagao; os que apresentam valores entre 5 e 10 meqg/kg sdo caracterizados
por estado de oxidagdo moderado e 0s que apresentam valores
compreendidos entre 10 e 20 meqg/kg sédo classificados como em alto estado de
oxidagao.

Ao comparar os indices de peroxidos obtidos nas andlises do 6leo do
fruto de macauba com os valores sugeridos por O'brien (2004), verificou-se que

0 0leo em estudo pode ser caracterizado como de alto estado de oxidacéao.

5.2. TESTE PRELIMINAR PARA PRODUCAO DE ESTERES ETILICOS A
PARTIR DO OLEO DO FRUTO DE MACAUBA

Nas reacgOes de transesterificacdo enzimética em ultrassom foi avaliado

o rendimento em ésteres etilicos produzidos durante a avaliacdo prévia do
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processo de producdo de ésteres etilicos com 6leo de macauba em sistema
livre de solvente.

Este estudo preliminar teve como objetivo determinar o tempo reacional
e a concentracdo de lipase para consecucdo dos experimentos visando a
maximizagcdo das condi¢cdes experimentais em relagdo ao rendimento em
ésteres. As condicdes experimentais utilizadas foram baseadas inicialmente no
estudo desenvolvido por Trentin (2013) empregando 6leo de soja. O estudo foi
desenvolvido em diversos tempos de reacdo variando de 15 a 360 minutos,
sem o0 uso de solvente orgéanico. Os resultados obtidos s&o apresentados na
Figura 14.

Figura 14. Rendimento em ésteres etilicos obtidos na transesterificacéo
enzimatica do 6leo de macauba em sistema livre de solvente em banho de
ultrassom. Condi¢cdes experimentais: concentracdo de enzima 27% (m/m),
razao molar oleo/etanol 1:3, poténcia do ultrassom 40% do total da capacidade

do equipamento (132 W) e temperatura de 63 °C.
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De acordo com a Figura 14 pode-se observar que o rendimento em

ésteres etilicos foi variavel nos tempos iniciais, porém satisfatorio com
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conversdes superiores a 45% nos primeiros tempos avaliados. No entanto,
observa-se que no tempo de 300 minutos atinge-se a conversdo maxima em
ésteres etilicos de 67%, mostrando ja neste primeiro teste que o ultrassom
apresenta-se como sendo uma técnica promissora nas reagfes de
transesterificagéo.

Tal fato esta de acordo com dados da literatura. Singh et al. (2007)
destacam que a tecnologia ultrassbnica aplicada a reacdes de
transesterificacdo tem provado ser um recurso eficaz, em relagdo a mistura
Oleo/alcool aumentando a transferéncia de massa entre estes substratos, além
de proporcionar a energia de ativacao suficiente para iniciar a reagao.

Siatis et al. (2006) utilizaram o ultrassom para producdo de ésteres
metilicos via catdlise alcalina. O uso do ultrassom neste processo gerou
significativos resultados com rendimentos em ésteres de 85,5% para 6leo de
algodao, 93% para 6leo de girassol e 83,5% para o Oleo de semente de
gergelim em tempos reacionais relativamente curtos de 30 a 90 minutos,

Outros trabalhos também destacam a eficacia do transesterificagdo
com o auxilio de energia ultrassonica (Ji et al., 2006; Hanh et al., 2009; Santos
et al., 2010; Babajide et al., 2010; Thanh et al., 2010; Somnuk et al., 2012;
Maddikeri et al., 2013). Segundo os autores o0 uso do ultrassom no processo
conduziu a elevados rendimentos (93 a 99%) em temperaturas amenas e
tempos relativamente curtos, devido a cavitacdo e emulsificacdo do sistema
liquido-liquido imiscivel.

Entretanto, apesar da vasta influéncia exercida pelo ultrassom nas
reacOes de transesterificacdo de 6leos e gorduras via catélise alcalina e &cida,
poucos trabalhos foram encontrados na literatura relacionados a producédo
enzimatica de biodiesel em banho de ultrassom bem como acerca da influéncia
do ultrassom nas reacdes enzimaticas de esterificacdo e transesterificacdo
para producdo de biodiesel. Até o presente momento ndo se conhece o
verdadeiro potencial do ultrassom, devido a falta de conhecimento sobre os
exatos efeitos moleculares do ultrassom em enzimas e células vivas. Para isso

€ necessario estudos mais aprofundados sobre este assunto.
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Conforne Ozbek e Ulgen (2000) estudos investigativos sugerem que
dependo do tipo de enzima empregado em um processo catalitico podem
ocorrer diferentes comportamentos destas enzimas em relacédo a influéncia do
ultrassom, podendo em alguns casos ser um eficiente acelerador de reagdes
chegando a aumentar a atividade catalitica e em outros, ocasionar a total
inibicdo do biocatalisador.

Entretanto conforme alguns trabalhos da literatura (Yu et al., 2010;
Wang et al., 2007; Liu et al., 2008; Veljkovi¢ et al., 2012; Martins et al., 2013.)
ao final das reacbOes de transesterificacdo verificou-se que a atividade
enzimatica € aumentada com o auxilio da baixa frequéncia e a energia branda
das ondas do ultrassom agregada ao uso de alcodis de cadeia curta (metanol,
etanol e propanol). Segundo estes autores, a baixa frequéncia aliada a energia
ultrass6nica leve sao um fator chave para aumentar a atividade enzimética,
emulsificando o sistema reacional 6leo-alcool, e acelerando a velocidade do
sistema.

Segundo Veljkovic et al. (2012), at¢é o momento assim como
apresentado neste estudo, apenas a enzima Novozym 435, uma lipase
comercial preparada da Candida antarctica imobilizada em resina poliacrilica,
foi testada utilizando ultrassom em estudos para reacdes de transesterificacao
de dleo de soja e Oleos residuais com elevados indices de acidez, juntamente

com alcoois de cadeia curta metanol e propanol.

5.3. ESTUDO DE VARIAVEIS DA PRODUCAO ENZIMATICA DE ESTERES A
PARTIR DA ETANOLISE DE OLEO DE MACAUBA EM SISTEMA LIVRE DE
SOLVENTE

ApoOs os resultados preliminares obtidos na etapa anterior, e dados de
trabalhos utilizando transesterificagdo enzimética de 6leo de soja em banho de
ultrassom (Trentin, 2013), realizou-se um planejamento de experimentos 2**
com 11 ensaios, e triplicata do ponto central, de modo a realizar um "screening”

das variaveis importantes no processo.
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O efeito das variaveis avaliadas nesta etapa foram: temperatura, razdo
molar dleo:etanol, concentracdo de enzima e poténcia de ultrassom, mantendo-
se fixo o tempo de 90 minutos com base no resultado obtido na etapa anterior.

A Tabela 13 apresenta a matriz do planejamento de experimentos e as
respostas em termos de rendimento em ésteres etilicos. A partir desta tabela
pode-se verificar que o rendimento mais elevado foi obtido no experimento 7
(48,73%), correspondendo a temperatura de 40 °C, razdo molar entre 0s
substratos de 1:10, 20% (m/m) de enzima e 40% de poténcia de ultrassom.

Os resultados também demonstram boa reprodutibilidade do ponto
central com conversdes entre 47,8 e 48,7%. Entretanto, as respostas obtidas
foram consideradas insatisfatérias, sendo as conversdes inferiores a 50% e,
portanto, menores em relacdo aos experimentos iniciais, o que € justificavel,
teoricamente, devido a menor concentracdo de enzima utilizada em relacao

anteriormente.

Tabela 13. Matriz do planejamento fatorial 2** com 11 ensaios apresentando a
resposta em termos de rendimento em ésteres etilicos (%, m/m), em sistema
livre de solvente em banho de ultrassom, utlizando 6leo de macauba e etanol

como substratos e Novozym 435 como catalisador.

Exp. | Temperatura Raz&o molar Concentragdo de Poténcia de Rendimento em
(°C) Oleo/etanol enzima (%m/m) ultrassom (%) ésteres(%)

1 40 1:3 5 40 38,68

2 70 1:3 5 100 38,48

3 40 1:10 5 100 42,02

4 70 1:10 5 40 35,65

5 40 1:3 20 100 47,08

6 70 1:3 20 40 45,01

7 40 1:10 20 40 48,73

8 70 1:10 20 100 42,81
PC 55 1:6,5 12,5 70 47,81
PC 55 1:6,5 12,5 70 47,36
PC 55 1:6,5 12,5 70 48,72
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Com base nos experimentos anteriores, um 12° experimento foi
realizado empregando as condicdes experimentais: 40°C, razdo molar
Oleo/etanol (1:10), concentracdo enzima 20% (m/m) e poténcia ultrassénica
100%, obtendo-se conversdo em ésteres de 48,5%.

Os dados obtidos na Tabela 13 foram tratados estatisticamente e o
efeito das variaveis sobre o rendimento em ésteres péde ser determinado. Os

resultados sédo apresentados na forma de Grafico de Pareto (Figura 15).

Figura 15. Gréfico de Pareto para a producdo enzimatica de biodiesel
utilizando 6leo do fruto de macauba e a lipase Novozym 435 em sistema livre

de solvente em banho de ultrassom em funcdo das variaveis independentes.
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Conforme apresentado na Figura 15 dentre as quatro variaveis
analisadas, pode-se observar que somente a concentracdo de enzima
apresentou efeito significativo neste processo, com 95% de confiancga.

Batistella et al. (2012), investigando o efeito destas variaveis e
concentracdo de agua na producdo de biodiesel por transesterificacdo de 0leo
de soja com solvente organico em sistema de ultrassom também observou o

efeito positivo significativo da concentracéo desta enzima.
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5.4. ESTUDO DA CONCENTRACAO DE ENZIMA NA PRODUCAO DE
ESTERES ETILICOS A PARTIR DO OLEO DO FRUTO DE MACAUBA

Nas reacfes de transesterificacdo enzimatica em ultrassom avaliou-se
o rendimento em ésteres etilicos produzidos durante o estudo prévio do
processo de producéo de biodiesel com 6leo de macauba em sistema livre de
solvente.

Tendo em vista o fato de que somente a concentracdo de enzima
apresentou-se como uma variavel significativa no processo de producdo de
ésteres etilicos e em virtude da tentativa de reducdo de custos do processo,
novos estudos, variando somente a concentracdo de enzima de 1 a 20% (m/m)
foram realizados, mantendo as outras variaveis nas condicdes estabelecidas
pelo experimento 1 do planejamento experimental: 40 °C, razdo molar
Oleo/etanol 1:3 e 40% da poténcia do ultrassom (132 W). Os resultados obtidos

nessas condi¢des sao apresentados na Figura 16.

Figura 16. Rendimento em ésteres etilicos obtidos na transesterificacéo
enzimatica do 6leo de macalba em banho de ultrassom com diferentes

concentracdes de lipase Novozym 435.
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De acordo com a Figura 16 pode-se observar que o rendimento em
ésteres etilicos foi variavel entre as diferentes concentracdes de enzima com
conversdes superiores a 32% nos tempos iniciais em todos 0s experimentos.
Entretanto, observa-se que o estudo segue uma tendéncia a medida que se
aumenta a concentracdo de enzima, também a um aumento na conversao em
ésteres com os melhores rendimentos obtidos com a concentracdo de enzima
de 20% e obtendo-se conversdo maxima de 48,86% em tempo reacional de 90
minutos.

Desta forma, as etapas posteriores deste trabalho, relacionadas a
melhoria da producdo de ésteres etilicos, foram conduzidas utilizando
concentracdo da enzima Novozym 435 de 20% em relacdo a massa dos
substratos.

Na literatura sédo encontrados trabalhos com aplicacdo de enzimas para
reacoes de transesterificacao de 6leos (Fukuda et al., 2008; Jegannathan et al.,
2008; Hajar et al., 2009; Lam et al., 2010; Bajaj et al., 2010; Brun et al., 2011;
Yun et al., 2013, Chattopadhyay e Sen, 2013; Haigh et al., 2014; Christopher et
al., 2014; Aarthy et al., 2014) .

Faccio (2004) estudou a producédo de biodiesel etilico de soja em
sistema orgéanico (n-hexano) com duas lipases (Novozym 435 e Lipozyme IM)
em shaker a 200 rpm por 8 horas. A maior conversdo observada
experimentalmente foi de 95,6 para o sistema contendo 6leo de soja- Lipozyme
IM. Utilizando o mesmo procedimento, a condicdo experimental otimizada para
0 sistema Oleo de soja-Novozym 435, empregou-se temperatura de 65 °C,
concentracdo de enzima 5% (m/m), e razdo molar 6leo-etanol de 1:3. Nestas
condicOes a conversado em ésteres foi de apenas 11,8%.

Talukder et al. (2009) produziram biodiesel a partir de 6leo de palma
bruto utilizando metanol e a lipase comercial Novozym 435 como
biocatalisador. Os melhores rendimentos em metil ésteres (92%) foram obtidos
quando utilizada 4% (m/m) da Novozym 435 em relacdo a massa de
substratos, razdo molar metanol/6leo 6:1 em tempo reacional de 10 horas sob

agitacado em shaker a 40 °C.
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Du et al. (2004) realizaram um estudo para producdo de biodiesel
catalisada por lipase Novozym 435 empregando como matéria-prima Oleo de
soja bruto. Os autores obtiveram rendimentos em metil ésteres de 92%
utilizando metil acetato na razdo molar 6leo/alcool 1:12, temperatura reacional
de 40 °C em shaker a 150 rpm e utilizando 30% (m/m) de Novozym 435 em

relacdo a massa de substratos.

5.5. ESTUDO DA INFLUENCIA DO USO DE PENEIRA MOLECULAR NA
TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA DO OLEO DO FRUTO DE
MACAUBA

Com a finalidade de melhorar os resultados iniciais obtidos novas
investigacBes foram realizadas utilizando um mesmo lote de éleo de macauba
empregando 20% da lipase Novozym 435 em relacdo a massa dos substratos.
As demais varidveis conduzidas neste momento do trabalho foram:
temperatura 65 °C, relacdo molar éleo/etanol 1:9 (m/m), 100% da poténcia da
capacidade maxima do ultrassom (132 W).

O parametro de temperatura utilizado nos testes reacionais foi baseado
na temperatura 6tima de atuacdo da enzima (Novozym 435) fornecida pelo
fabricante (Novozymes A/S), que é entre 60 — 70 °C e em dados da literatura
que sugerem outras temperaturas para a reacdo de transesterificacédo
utilizando lipases (Yu et al., 2010, Batistela et al., 2012, Kruger et al., 2011).
Para as demais variaveis do processo foram levados em consideracdo dados
de outros trabalhos de transesterificacdo enzimética (Trentin, 2012, Popiolski,
2011, Batistella et al., 2012, Nogueira et al., 2010).

O estudo foi conduzido em diferentes tempos reacionais durante 360
minutos sendo adicionadas juntamente a reacdo de transesterificacdo
diferentes concentracbes de peneira molecular (0, 10, 20, 50 e 100% em
relacdo a massa dos substratos) a fim de absorver o excesso de agua
produzida durante o processo reacional de transesterificacdo do Oleo de
macauba usando etanol como aceptor de grupo acila para converter 0s
triglicérideos nos seus correspondentes ésteres etilicos.

Conforme destaca Jegannathan et al. (2008) o6leos vegetais com

elevada acidez e alta umidade apresentam a tendéncia de favorecer reacdes
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de esterificacdo (quando em contato com alcool), a qual é indesejavel sem o
uso de um material adsorvente, uma vez que durante a reacdo pode-se, gerar
como subprodutos glicerol e agua. A agua formada, provavelmente, levara a
hidrélise de mais acidos graxos e, consequentemente, a menores conversoes.
Pelo 6leo de macauba apresentar elevada acidez, o uso de peneira
molecular é uma alternativa necessaria. A Figura 17 apresenta os resultados

deste estudo reacional

aplicando diferentes concentragbes de peneira
molecular.

Figura 17. Cinética enzimatica de conversao de ésteres do Oleo do fruto de
macauba com diferentes concentragdes de peneira molecular em sistema livre

de solvente em banho de ultrassom.
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Segundo Antczak et al. (2009), o teor de agua na reacao pode ser um
fator determinante no rendimento da sintese enziméatica de biodiesel. E
consenso que um pouco de agua € necessario para manter a enzima na sua
forma cataliticamente ativa. Por outro lado, a agua pode tomar parte na
transesterificacao, influenciando assim o equilibrio (Kaieda et al., 1999).

Nogueira et al. (2010) destacam que a transesterificacdo de O6leos

vegetais é muito sensivel as condi¢cdes experimentais de reacdo. A quantidade
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de 4gua no meio reacional é conhecida por influenciar fortemente a taxa de
reacao e este parametro algumas vezes € otimizado pela adicdo controlada de
agua no meio reacional.

O controle de agua é importante, pois ela atua como “lubrificante”
mantendo a enzima na sua conformacdo ativa, promove agregacao de
particulas de enzima, limita difusdo de substrato e também a hidrélise do
substrato. Com o0 aumento da quantidade de agua as goticulas de 6leo e 4gua
formadas aumentam a area interfacial para a enzima. Entretanto, a 4gua pode
estimular esta reacdo competidora do substrato e o seu excesso pode tornar a
lipase mais flexivel e levar a algumas reacGes colaterais indesejadas, como a
hidrélise, especialmente no processo de transesterificacdo (Teixeira et al.,
2010).

Segundo Rodrigues (2009) e Nourenddini (2005), o 6timo contetdo de
agua é um fator fundamental entre minimizar a reacéo de hidrélise e maximizar
a atividade da enzima para a reacédo de transesterificacao.

Neste estudo, a quantidade residual de agua presente no etanol e no
O0leo de macauba foram assumidas como suficientes para evitar a
desnaturacdo da enzima ndo sendo realizada desta forma a adicdo de agua
junto ao meio reacional.

Observando os resultados obtidos na Figura 17 percebe-se a influéncia
positiva do uso da peneira molecular na reacdo de transesterificacdo
mostrando-se como um processo eficiente, com conversdes em ésteres de
62,9% com o uso de 20% de peneira molecular (em relacdo a massa total de
substratos). Ao comparar com a reacdo sem o uso de peneira molecular nota-
se um declinio significativo na conversao, 39,2%.

Conforme Azocar et al. (2011) materiais adsorventes, tais como pérolas
de silica gel azul e peneiras moleculares de diferentes tamanhos tém
demonstrado serem recursos eficazes na remocao de agua produzida durante
a producdo de biodiesel. A adsor¢cdo do excesso de agua gerada durante a
reacdo de transesterificacdo proveniente de alcoois utilizados pode ocorrer
quando peneiras moleculares com tamanho de poros grandes (3 — 5 A) sdo

usadas. O uso destes materiais pode melhorar significativamente o rendimento
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final em ésteres produzidos evitando rea¢cfes paralelas indesejadas durante o
processo tais como reacdes de hidrolise e esterificacdo produzindo assim metil

ou etil ésteres de acidos graxos, principalmente por transesterificacao.

5.6. DETERMINACAO DO TEOR DE UMIDADE APOS REACOES DE
TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA DO OLEO DE MACAUBA EM
ULTRASSOM

Devido a elevada acidez apresentada pelo 6leo de macauba, a reacao
predominante realizada por este Oleo seria a esterificacdo dos acidos graxos
livres e nessa reacdo ocorre a formacao de agua e ésteres. De acordo com
Lucena et al. (2008), para aumentar o rendimento de ésteres, a agua deve ser
removida da reacao de esterificacdo através de adsorventes seletivos, como
zeolitas e peneiras moleculares.

Com base na Figura 17 utilizou-se a melhor condicdo experimental com
peneira molecular (100% PM) e realizou-se a quantificacdo do teor de &gua
presente nas amostras do estudo cinético apos processo de transesterificacao.

A metodologia empregada foi pelo método de titulacdo em Karl

Fischer. A Tabela 14 apresenta os resultados obtidos.

Tabela 14. Porcentagem de agua presente no 6leo de macauba apds reacao

de transesterficacdo e rendimento em ésteres.

AMOSTRA (1:9) (100% PM) | TEOR DE UMIDADE (%) CONVERSAO EM
ESTERES (%)
15 minutos 0,8070 51,18
30 minutos 0,6128 56,31
60 minutos 0,5031 58,05
120 minutos 0,3724 62,88
180 minutos 0,4666 58,47
240 minutos 0,5144 54,62
360 minutos 0,5398 53,41

Ao analisar os resultados apresentados na Tabela 14, percebe-se que
a medida que aumenta a conversdo em ésteres ocorre 0 declinio do teor de

umidade apresentado pelo 6leo apGs reacdo de transesterificagdo. Porém,
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apo6s 120 minutos nota-se que o teor de umidade aumenta gradativamente e as
conversdes em ésteres diminuem. Isso se deve possivelmente a saturacédo da
peneira molecular pela agua adsorvida durante a reacao.

Kucek et al. (2007) realizaram a transesterificagdo do 6leo de soja com
etanol de duas formas. Na primeira forma, a reacdo foi realizada sem
adsorvente e obtiveram rendimento de 87%; na segunda forma, foi adicionado
na reagcdo o adsorvente Magnesol no teor de 2% (m/m), que resultou em um
rendimento em ésteres de 98%.

Semelhantemente, Azocar et al. (2011) estudaram a producao de
biodiesel enzimatico utilizando residuo de o6leo de fritura como substrato,
metanol, Novozym 435 como catalisador e peneira molecular 4 A para adsorver
a agua produzida durante a reacao. Segundo os autores as condi¢des anidras
do processo conduziram a melhor esterificacdo dos &cidos graxos livres,
derivados do 6leo de fritura durante o tempo inicial da reacdo. Os rendimentos
em ésteres obtidos usando 0,2 g de peneira molecular e tempo reacional de 12
horas foram de aproximadamente 75%. Usando as mesmas condi¢cbes
experimentais sem a adicdo de peneira molecular os rendimentos foram de

aproximadamente 50%.

5.7. DETERMINACAO DA MELHOR CONDICAO EXPERIMENTAL PARA
PRODUCAO ENZIMATICA DE ESTERES ETILICOS DE OLEO DE
MACAUBA EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE EM ULTRASSOM

Apés determinada a melhor condicdo experimental para producéo
enzimatica de ésteres etilicos de 6leo de macauba em sistema livre de solvente
em banho de ultrassom, novos testes foram realizados visando este mesmo
objetivo, utilizando um segundo lote de 6leo de macauba, enviado pelo mesmo
fornecedor. Conforme caracterizacao, este 6leo apresenta um indice de acidez
e indice de peroxidos menores que o0 primeiro lote e maior quantidade de
triacilglicerois (TAG). Essas caracteristicas possibilitam ao 6leo proveniente do
segundo lote uma maior capacidade de transesterificacdo e consequentemente

maior rendimento em ésteres ao final da reacéo.
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Para a sequéncia dos experimentos, nesta etapa realizou-se um estudo
detalhado com tempos de reacdo variando de 0 a 360 minutos. Visando
verificar a eficiéncia do banho de ultrassom no processo reacional foram
realizados testes nas mesmas condicbfes experimentais sem 0 uso do
ultrassom. As condigbes experimentais empregadas foram: razdo molar
Oleo/etanol 1:9, temperatura 65 °C, 100% de peneira molecular (m/m), 20% da
lipase comercial Novozym 435 em relagdo a massa dos substratos e poténcia
méxima do ultrassom (132 W). Os resultados obtidos neste estudo sédo
apresentados na Figura 18.

Figura 18. Transesterificacdo enzimatica do 6leo do fruto de macauba (Lote 2)

com e sem o uso de banho de ultrassom em modo batelada.
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Visto o grande potencial para producéo de biodiesel com o destaque
apresentado para a macauba referente a sua vasta producdo de 6leo em
comparacao com outras fontes oleaginosas (Nucci et al., 2008; Oliveira, 2006),

alguns trabalhos na literatura sdo encontrados referentes a esta aplicacdo com
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significativas conversdes (Rodrigues, 2007; Rezende, 2009; Melo, 2012; Lemke
Gonzalez, 2012; Lopes et al., 2013; Silva et al., 2014; Aguieiras et al., 2014;
Navarro-Diaz et al., 2014, Silveira; 2014).

Ao analisar os resultados obtidos percebe-se que em um processo de
producdo de ésteres € extremamente importante que conversdes maximas
sejam obtidas em tempos reacionais curtos, como ocorreu neste estudo, pois
isso implica em um menor gasto energético e, portanto, maior viabilidade
econdmica do processo

Entretanto, segundo Ruiz-Méndez et al. (2008), o 6leo pode sofrer
varias alteracbes durante os processos de extracdo e armazenagem onde
ocorre a formagdo de polimeros, dimeros, triacilglicerdis oxidados, etc. Esses
compostos formados ndo podem ser convertidos em ésteres, implicando assim
em um decréscimo real do rendimento em biodiesel ao final da reagéo.

Navarro-Diaz et al. (2014) determinaram em seu estudo a
convertibilidade maxima em ésteres de algumas amostras de 6leo do fruto da
macauba néo refinados com indices de acidez de 45 a 65%. Os valores
maximos encontrados para convertibilidade em ésteres foram respectivamente
variaveis, de 80,1 a 91,6% sendo assim assumido que uma quantidade
significativa de compostos nao conversiveis em ésteres estao presentes nestes
Oleos de macauba brutos. Os autores definiram convertibilidade maxima como
0 contetdo de ésteres obtidos por método de conversao completa dos acidos
graxos da amostra em ésteres metilicos/etilicos correspondentes,
independente da sua forma no 6leo.

Com base nestes parametros observa-se que os resultados obtidos no
trabalho sdo promissores, atingindo conversdes proximas a este patamar, com
rendimentos em ésteres de aproximadamente 79% no tempo de 30 minutos
com o uso do banho de ultrassom. Em estudo comparativo entre o uso do
banho de ultrassom no processo percebe-se neste mesmo tempo reacional
conversdo em ésteres de aproximadamente 60% demonstrando assim a
eficiéncia do emprego do ultrassom no processo. Conversdes superiores a
65% sem o uso do ultrassom somente foram alcancadas apds 240 minutos de

reacao.
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Badday et al. (2013), durante a otimizag¢ao do processo de producéo de
biodiesel a partir de 6leo de pinhdo-manso utilizando catalisador acido e
assistido por energia ultrassonica, observaram que o aumento da amplitude do
ultrassom leva a um ligeiro aumento do rendimento nos tempos iniciais.

Ainda conforme Ji et al. (2006), o emprego da tecnologia de ultrassom
tem sido amplamente utilizada em véarias reacdes quimicas e biologicas para
melhorar o rendimento final do produto reacional dentro de um tempo mais
curto de reacdo. Segundo os autores, este método tem sido reconhecido como
um procedimento eficaz para aumentar a taxa de transferéncia de massa entre
fases imisciveis liquido-liquido no interior de um sistema heterogéneo.

Do mesmo modo, Vyas et al. (2010) destacam que a transesterificagéo
empregando a tecnologia do ultrassom ndo sé reduz o tempo de reacdo, mas
também minimiza a razdo molar de alcool para 6leo utilizada, possibilitando
que a reacao ocorra com baixas concentracdes de catalisador e reduzindo o
consumo de energia em comparacdo com o método convencional de agitacéo

mecanica.

5.7.1 ESTUDO DA PRODUCAO ENZIMATICA DE ESTERES ETILICOS DE
OLEO DE MACAUBA EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE EM ULTRASSOM
EM PROCESSO CONTINUO

Determinada a melhor condicdo de experimentos para producéo
enzimatica de ésteres etilicos empregando 6leo do fruto de macauba e sistema
de ultrassom em modo batelada, realizou-se semelhante estudo empregando-
se 0 mesmo 6leo em processo em modo continuo.

Para sequéncia dos experimentos, nesta etapa utilizou-se as mesmas
condi¢des experimentais empregadas na melhor condigdo em modo batelada
(razdo molar oleo/etanol 1:9, temperatura 65 °C, 0% e 100% da poténcia
ultrassénica (154 W). O reator de polietileno foi empacotado com
aproximadamente 8 g da lipase Novozym 435 e 50% de peneira molecular
(m/m em relagdo a massa de enzima) e a vazéo de alimentacdo empregada foi
2,0 mL/min. O tempo espacial da 12 gota percorrida pela mistura reacional

dentro do reator ocorreu apos 13 minutos de reacdo, sendo apoés realizadas
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coletas de amostras para andlise a cada 6,5 minutos com tempos de reagao
variando até 78 minutos, conforme apresentado na Figura 19.
Figura 19. Transesterificacdo enzimatica do 6leo do fruto de macauba (Lote 2)

com e sem o0 uso de banho de ultrassom em modo continuo.
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Conforme dados apresentados na Figura 19, verifica-se que assim
como no processo batelada a poténcia ultrassénica exerce boa influéncia sobre
conversdo em ésteres etilicos quando comparado as reagdes sem o0 uso do
ultrassom, com rendimento de 90% em ésteres no tempo reacional de 6,5
minutos. Apds este periodo inicial observa-se que as conversées se mantém
praticamente estaveis durante todo o processo utilizando-se o ultrassom, com
conversdes em torno de 86%. Ao verificar-se 0 processo no qual a tecnologia
ultrassbnica ndo € empregada nota-se um leve e gradativo decaimento na
conversado de ésteres no decorrer do periodo reacional estudado chegando ao
rendimento final em ésteres de 79% apds 78 minutos de reacao.

Também a atividade enzimética ao final das reacdes foi determinada e
0s resultados comprovaram que o uso do ultrassom néo interferiu na atividade

enzimatica das mesmas com atividade de 45,11 U/g na reacdo com o uso do
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ultrassom (154 W) e 46,87 U/g para a reacgao realizada apenas com agitacao,
temperatura e 0% de poténcia ultrassoénica.

Segundo Veljkovi'c et al. (2012) a producdo de ésteres em processo
continuo proporciona um menor custo de producédo, a qualidade do produto &
uniforme, facilita o controle do processo e diminuindo o volume do reator,
reduz-se o tempo de retencdo necessario para atingir conversdes desejadas.

Alguns trabalhos reportam o uso de enzimas como catalisadores
adotando 0 processo em modo batelada, que apresentam algumas
desvantagens reacionais em relacdo ao modo continuo, tais como: tempo
reacional de batelada longo, baixa qualidade dos produtos e elevado custo do
processo (He et al., 2007; Chen et al., 2010; Rodrigues et al., 2011; Talebian-
Kiakalaieh et al., 2013).

Assim, a viabilidade de um processo continuo de transesterificacao é
de fundamental importancia para assegurar um custo competitivo do biodiesel,
uma vez que o método continuo catalisado por lipases pode ser operado com
um desempenho reacional mais elevado do que os reatores em batelada, com
a gqualidade do produto mais consistente e reprodutivel (Silva et al., 2007
Vieitez et al., 2008).

Navarro-Diaz et al. (2014) estudaram a producéo de ésteres a partir de
6leo de macauba em processo continuo sem emprego de catalisador usando
apenas alcodis supercriticos. Os experimentos foram realizados em diferentes
temperaturas, pressdes, razao molar Oleo/alcool e taxas de fluxo reacional
variando de 1,0 a 3,0 mL/min. Conversdes em ésteres de 78,5% empregando
metanol e vazao de 2,5 mL/min e 69,6% utlizando etanol e vazdo de 2,0
mL/min foram obtidas para o 6leo de macauba.

Santin et al. (2015) realizaram um estudo comparativo da producao de
ésteres etilicos através do processo de transesterificacdo do 6leo de macauba
(Acrocomia aculeata) e do Oleo de soja utilizando o modo continuo e
catalisador enzimatico. Segundo os autores, ao final do processo o 6leo de
macauba apresentou um melhor desempenho na conversdo em ésteres
(63,73%) quando comparado ao 6leo de soja (51,06%), apesar do elevado teor

de acidez.
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Outros trabalhos séo encontrados na literatura em relacdo a producéo
de biodiesel empregando 6leo de macauba e catalise enzimatica (Freitas et al.
2012, Nogueira et al., 2010). Empregando etandlise do 6leo de macauba por
irradiagcdo de microondas utilizando as lipases Burkolderia cepacia (PS),
Novozym 435 (Candida antarctica) e Lipozyme IM (Mucor miehei) rendimentos
de transesterificacdo de 70, 45 e 35,8% foram obtidos em tempos reacionais

variando de 30 minutos a 12 horas de reacao.

5.8. ESTUDO DE REUSO E ATIVIDADE DE ESTERIFICACAO DA LIPASE
NOVOZYM 435

Na literatura, diversos autores (Villeneuve et al., 2000; Dalla-Vecchia et
al., 2004; Noureddini et al., 2005; Fernandez-Lorente et al., 2007; Yagiz et al.,
2007; Ranganathan et al.,, 2008; Tan et al.,, 2010; Ribeiro et al., 2011;
Rodrigues et al., 2011; Peralta et al.,, 2012; Yaakob et al., 2013; Gharat e
Rathod, 2013; Hama et al., 2013; Christopher et al., 2014 ) destacam que entre
as vantagens do uso de enzimas imobilizadas em reacfes de interesse estdo a
sua possibilidade de reciclo ao final do processo e reutilizacdo das mesmas.

Devido ao alto custo para aplicacéo a nivel industrial, a reutilizacdo das
enzimas torna-se um fator determinante para a competitividade frente aos
processos de catalise quimica para a producao de biodiesel.

Com base nestes argumentos e a partir dos melhores resultados
obtidos no estudo reacional com 0leo de macauba foram selecionados os
tempos de 30 e 120 minutos para avaliacdo dos ciclos de reutilizagdo da
enzima Novozym 435. Os estudos de reutilizagdo do biocatalisador foram
realizados a fim de investigar a estabilidade da lipase imobilizada sob as
condi¢cdes da radiagdo ultrassdnica empregada no trabalho apds sucessivos
ciclos de uso.

Para o desenvolvimento das analises de reuso da enzima empregou-se
um aumento de escala de 10 vezes em relacdo as massas de 6leo, etanol,

enzima e peneira molecular usadas nos testes anteriores.
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As Figuras 20 e 21 apresentam os resultados experimentais de
conversao de ésteres etilicos e a respectiva atividade enzimética residual apos

cada ciclo.

Figura 20. Atividade de esterificacdo da Novozym 435 e rendimento em
ésteres apos cada ciclo de 30 minutos de uso para producdo enzimatica de
biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom nas condi¢cbes
experimentais: 65 °C, razdo molar éleo etanol 1:9, 100% de peneira molecular
(m/m), 20% (m/m) Novozym 435 e 100% de poténcia méaxima do ultrassom
(132 W).
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Figura 21. Atividade de esterificacdo da Novozym 435 e rendimento em
ésteres apos cada ciclo de 120 minutos de uso para producdo enzimatica de
biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom nas condicfes
experimentais: 65 °C, razdo molar 6leo etanol 1:9, 100% de peneira molecular
(m/m), 20% (m/m) Novozym 435 e 100% de poténcia méxima do ultrassom
(2132 W).
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Conforme apresentado nas Figuras 20 e 21, a enzima Novozym 435
manteve uma boa atividade durante 8 ciclos no tempo de 30 minutos de
exposicao a irradiacdo do banho de ultrassom, perdendo gradativamente a sua
atividade até atingir perda de 49% no oitavo ciclo em relacdo a sua atividade
inicial.

Para o tempo de exposicdo de 120 minutos percebe-se que o
ultrassom afetou de forma drastica a atividade da enzima com perda de
aproximadamente 76% ja no segundo ciclo de reuso e perda quase total da
atividade enzimética apés 4 ciclos. O mesmo comportamento é observado em
relacdo ao rendimento em ésteres.

Assim nota-se que a medida que a atividade de esterificacdo diminui,
também percebe-se uma queda no rendimento em ésteres etilicos chegando a

30,76% com atividade enzimatica de 29,84 U/g apds o oitavo ciclo nos tempos
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de 30 minutos e 22,84% em ésteres etilicos com atividade enzimatica de
apenas 2,39 U/g no quarto ciclo nos tempos de 120 minutos.

Conforme Zhu et al. (2010), baixas intensidades de ondas ultrassénicas
podem favorecer o fluxo dos reagentes e substratos ao sitio ativo da enzima,
favorecendo a reacdo. A aplicagcdo de ultrassom para a sintese enzimatica
catalisada em uma fase ndo aquosa pode aumentar a atividade da enzima e
também pode melhorar a transferéncia entre o substrato e o sitio ativo da
enzima. No entanto, segundo os autores, a intensidade empregada e/ou o
tempo de irradiacdo pode levar a inativacdo da enzima pelo colapso
cavitational como observado neste estudo.

Hoshino et al. (2006) destacam que as ondas de ultrassom podem
também interferir nas caracteristicas da enzima, alterando sua estrutura em
resposta a perturbacao dinamica provocada pelo ultrassom.

Entretanto, encontram-se resultados contraditérios referentes a
inativacdo e ativacdo da enzima apds serem submetidas ao ultrassom.
Diferente da tradicional inativagdo das enzimas em temperaturas elevadas, o
processo de sonicacdo as vezes nao destréi o sitio ativo das enzimas. Esta
constatacdo tem sido claramente demonstrada em trabalhos com a-amilase,
lacase e fosfatase alcalina (Ozbek e Ulgen, 2000; Basto et al., 2007; Tauber et
al., 2008).

Ozbek e Ulgen (2000) investigaram o efeito do ultrassom em seis
enzimas: alcool dehidrogenase, maleato dehidrogenase, glucose-6-fosfato
dehidrogenase, dehidrogenase latica, fosfatase alcalina and B-galactosidase
em sistemas aquosos. As enzimas apresentaram uma estabilidade variavel.
Apenas a fosfatase alcalina ndo apresentou desativacao, enquanto a glucose-
6-fosfato dehidrogenase apresentou mais de 70% de desativacdo para um
minuto de exposicdo ao ultrassom.

Moreira et al. (2007), em seu trabalho de sintese de biodiesel por
transesterificacdo enzimatica do oOleo de palma com etanol usando lipase
(Pseudomonas fluorescens) imobilizada em compésito de Silica-PVA,
observaram um decaimento de 25% da atividade catalitica ap6s o reuso da

enzima imobilizada em 5 ciclos de reagéao.
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Na literatura diversos trabalhos (Wang et al., 2007; Hajar et al., 2009;
Talukder et al., 2009; Yu et al., 2010; Rodrigues et al., 2011; Lerin et al., 2011;
Batistella et al., 2012; Freitas et al., 2012; Chattopadhyay e Sen, 2013; Yun et
al., 2013; Gharat e Rathod, 2013; Haigh et al., 2014; Lerin et al., 2014;
Waghmare et al., 2015; Trentin et al. 2015;) reportam o0 uso de enzimas
imobilizadas, dando-se destaque para a aplicacdo da lipase Novozym 435,
para producéo de biodiesel e seu reciclo ao final do processo mantendo sua
atividade por vérios ciclos.

Assim como descrito ao longo do capitulo, ainda ndo ha um
conhecimento tecnologico especifico em relacdo a influéncia das ondas
ultrassénicas sobre as enzimas. Estudos investigativos sugerem diferentes
comportamentos das enzimas em relacao a influéncia do ultrassom, podendo
em alguns casos ser um eficiente acelerador de reagBes chegando até
aumentar a atividade catalitica e em outros, ocasionar a total inibicdo do

biocatalisador.

5.9. ESTUDOS DA PRODUCAO ENZIMATICA DE ESTERES ETILICOS DE
OLEO RESIDUAL DE FRITURA EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE EM
ULTRASSOM EM PROCESSOS MODO BATELADA E CONTINUO

A producéo de biodiesel derivado de 6leos refinados ou puros tem um
problema importante na sua comercializacdo em que o custo de producéo é
cerca de 1,5 vezes mais caro em comparacdo com o diesel derivado de
petroleo. Assim, sua producdo ndo é economicamente viavel devido ao alto
custo das matérias-primas, a elevada energia necessaria para producao e a
dificil separacdo do catalisador geralmente usado no processo. Com isso, 0
oleo de cozinha usado pode ser considerada uma matéria-prima alternativa de
baixo custo, facilmente disponivel, e a sua utilizacdo oferece beneficios ao
meio ambiente evitando seu descarte em lugares inadequados que podem por
vezes contaminar solos e aguas subterraneas (Maddikeri et al., 2013).

Em virtude das vantagens e beneficios descritos anteriormente, para

sequéncia deste estudo foram realizadas reacbes de transesterificacdo
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enzimatica em modos batelada e continuo com auxilio de banho de ultrassom
empregando como substratos 0Oleo residual de fritura e etanol.

Os experimentos desenvolvidos nesta etapa seguiram as mesmas
condi¢cdes experimentais empregadas nas reacdes com 6leo de macauba. No
modo batelada: razdo molar dleo/etanol 1:9, temperatura 65 °C, 20% da lipase
comercial Novozym 435 (m/m em relagdo a massa dos substratos), 100%
peneira molecular (m/m), poténcia maxima do ultrassom (132 W) e tempo
reacional variando de 5 a 360 minutos. Em modo continuo: razdo molar
Oleo/etanol 1:9, temperatura 65 °C e 100% da poténcia ultrassonica (154 W). O
reator de polietileno foi empacotado com aproximadamente 8 g da lipase
Novozym 435 e 50% de peneira molecular (m/m em relacdo a massa de
enzima) e a vazdo de alimentagdo empregada foi 2,0 mL/min. A critério
comparativo foram realizadas as mesmas reagdes sem o uso do ultrassom. As

Figuras 22 e 23 apresentam os resultados obtidos nestas etapas.

Figura 22. Producgdo enzimatica de ésteres etilicos derivados de 0Oleo residual

de fritura com e sem o uso de banho de ultrassom em modo batelada.
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A analise da Figura 22 permite observar que o ultrassom conduziu a
bons rendimentos em ésteres etilicos em um curto espaco de tempo reacional
quando comparado as reacdes apenas com 0 uso da temperatura com
rendimento de 88,5% em ésteres em tempo reacional de 90 minutos. Neste
mesmo periodo de reagdo, a conversao em ésteres sem o uso da poténcia
ultrassénica chegou a 77%. Conversfes acima de 80% nestas condi¢cdes
reacionais s6 foram obtidas apdés 180 minutos de reacdo, comprovando-se
assim que a producdo de ésteres empregando Oleo de fritura e energia de
ultrassom demonstra ser um processo eficiente, viavel e relativamente simples,
gerando economia de tempo, reagentes e energia reacional, além de
apresentar-se como um processo ambientalmente limpo, ocasionando a
reducdo de poluentes e contaminantes de aguas e solos podendo-se dar uma
aplicacdo promissora ao grande acumulo de residuos gordurosos gerados
diariamente em grandes restaurantes, redes de fast food’s e preparo de
alimentos em residéncias domésticas.

Além disso, segundo Talebian-Kiakalaieh et al. (2013), o uso de 6leo
de fritura pode ser um componente chave na reducdo de custos de producdo
do biodiesel, podendo esta reducéao variar de 60 — 90% no produto final.

Foram realizadas medidas de atividade de esterificacdo enzimatica nos
tempos reacionais de 30, 60, 90, 120 e 360 minutos com 0 uso da poténcia
ultrassonica para verificar a influéncia da mesma sobre a enzima. As atividades
encontradas apos cada tempo reacional foram: 47,61; 43,53; 37,88; 23,79 e
13,76 U/g, mostrando através destes resultados uma expressiva influéncia do
ultrassom sobre a atividade da enzima e conduzindo a uma diminuicdo
gradativa na conversdo em ésteres no Ultimos tempos reacionais.

Em trabalho semelhante ao apresentado neste estudo, Gharat e
Rathod, (2013) comparam o0 uso de ultrassom com agitacdo convencional na
conversdo de ésteres metilicos empregando 6leo de fritura e lipase Novozym
435. Conversdes de 38,7% em ésteres com 0 uso de agitagdo convencional
foram obtidas apds periodo reacional de 4 horas. Em mesmo tempo reacional
com o0 uso de ultrassom conversdes de 57,7% foram obtidas, comprovando a

eficiéncia da técnica empregada. Entretanto, apds alguns reusos e longos
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tempos de exposicao a lipase Novozym 435 mostrou um declinio gradativo em
sua atividade enzimatica.

Na literatura varios trabalhos sdo encontrandos quanto ao uso de 6leo
de fritura como matéria prima para producdo de biodiesel empregando
diferentes técnicas (ultrassom ou agitagdo mecanica convencional) e
catalisadores (enzimaticos e quimicos) com conversdes em ésteres
semelhantes as encontradas neste estudo (Maceiras et al., 2009; Hingu et al.,
2010; Babajide et al., 2010; Haigh et al., 2012; Chesterfield et al., 2012; Lin et
al., 2012; Maddikeri et al., 2013; Gharat e Rathod, 2013"; Lin et al., 2013; Pal e
Kachhwaha, 2013; Yaakob et al., 2013; Haigh et al., 2013; Liu et al., 2014;
Lisboa et al., 2014; Haigh et al., 2014; Waghmare et al., 2015; Hindryawati e
Maniam, 2015; Pukale et al., 2015; Nie et al., 2015; Ullah et al., 2015).

Figura 23. Producéo enzimatica de ésteres etilicos derivados de 0leo residual

de fritura com e sem o uso de banho de ultrassom em modo continuo.
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Ao analisar a Figura 23 observa-se 0 mesmo comportamento dos

estudos anteriores, onde o uso do ultrassom conduziu as melhores conversdes
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em ésteres etilicos durante todo o periodo reacional estudado quando
comparado as reacOes realizadas sem a sua utilizacdo (apenas com
aguecimento e agitacdo mecanica). Este comportamento também ¢é
evidenciado por alguns trabalhos da literatura (Babajide et al., 2010; Thanh et
al., 2010; Avellaneda e Salvadd, 2011; Somnuk et al., 2012; Trentin et al.,
2014; Waghmare et al., 2015; Pukale et al., 2015; Hindryawati e Maniam,
2015).

Foram realizadas também assim como em reacdes anteriores a medida
de atividade de esterifificacdo apdés os periodos reacionais e as atividades
obtidas foram: 47,18 U/g com 0% de poténcia ultrassénica e 40,67 U/g com a
poténcia maxima do ultrassom.

E possivel observar-se também que as maiores conversdes (80 e
80,38%) foram obtidas nos primeiros tempos reacionais (13 e 19 minutos)
quando empregado tecnologia ultrassénica, ocorrendo apds esse periodo um
leve e gradativo decaimento de conversao em ésteres em ambas as reacdes
(com e sem o0 uso do ultrassom). Este comportamento deve-se a alguns
possiveis problemas que ocorrem durante a transesterficacdo de Oleos
empregando enzimas em processo continuo onde a medida que aumenta o
tempo de contato do 6leo com a enzima dentro do reator pode vir a ocorrer a
reducdo da atividade catalitica, ocasionada pela incrustacdo do glicerol
formado durante a reacdo na superficie do suporte enziméatico, conduzindo a
um impedimento do acesso do substrato ao sitio ativo da enzima e,
consequentemente, reduzindo o rendimento final da reacao.

Entretanto, conforme Badday et al. (2012), o processo continuo de
producéo de biodiesel empregando ultrassom apresenta vantagens técnicas e
econbmicas como: aplicacdo em larga escala, facilidade de operacédo, baixo
custo de producédo, alta eficiéncia na qualidade do produto e controle do
processo.

Também outro aspecto bastante relevante no uso de enzimas em
processos reacionais em modo continuo, trata-se da relacdo de contato entre o
substrato e a enzima que € maior em um reator de leito empacotado do que em

reatores convencionais em batelada podendo ser aplicado mais facilmente em
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escala industrial, resultando em um desempenho e rendimentos mais elevados
ao final da reacéo.

Diversos trabalhos sdo encontrados destacando o emprego do
processo continuo para producdo de biodiesel empregando enzimas
(Kawakami et al., 2011; Rodrigues et al., 2011; Hama et al., 2013; Yun et al.,
2013; Colombo et al., 2015), ultrassom (Avellaneda e Salvado, 2011; Somnuk
et al., 2012; Yin et al., 2015) e outros catalisadores (Ren et al., 2012; Noshadi
et al., 2012; Tanawannapong et al., 2013; Melero et al., 2014; Choedkiatsakul
et al.,, 2015; He et al., 2015) com resultados semelhantes aos encontrados
neste trabalho.

Chattopadhyay e Sen (2013) estudaram o emprego da lipase Novozym
435 com metanol em reacdes em reatores continuo em série para producao de
biodiesel. Os resultados demostraram uma produtividade 5 vezes maior
quando comparado ao processo batelada em sistema livre de solvente com
rendimento de 72% (137,2 g/L/h) empregando taxa de fluxo de 0,74 mL/min,
1,5 g de enzima e temperatura reacional de 37 °C.

Hajar et al. (2009) estudaram a metandlise do 6leo de canola utilizando
a lipase comercial Novozym 435 em reator de leito fixo. Os autores avaliaram o
efeito das condicdes de transesterificacdo enzimatica utilizando metodologia de
superficie de resposta. Rendimentos em ésteres metilicos de 99,5% foram
obtidos com taxa de fluxo de 6,3 mL/min, temperatura de 38 °C e razdo molar
alcool/oleo 4,3:1.

Lemke Gonzalez (2012) estudou a producgdo continua de biodiesel
empregando Oleo de fritura em metanol e etanol supercritico. Os parametros
estudados nas reacdes foram: temperatura de 300 a 375 °C, pressado de 10 a
20 MPa, razdo molar 6leo/alcool de 1:20 a 1:40 e teor de agua de 0 a 10%. Os
melhores resultados de conversdo em ésteres foram obtidos nas reacdes de
metandlise em comparacdo com a etanolise com rendimentos variaveis de
81,8% e 82,2% para o 0Oleo de fritura.

Thanh et al. (2010), empregando 6leo de fritura e KOH para producao
de biodiesel com auxilio de sonda de ultrassom de baixa frequéncia (20 kHz)

em modo continuo, estudaram o uso de diferentes razbes molares de
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Oleo/metanol e porcentagens de catalisador em temperatura ambiente com
taxa de fluxo de 8 mL/min. Segundo os autores a conversdo maxima em

ésteres metilicos encontrada foi de 99% apo6s 50 minutos de reacéo.

5.9.1. CONSIDERACOES FINAIS

No decorrer deste capitulo foram apresentados os resultados obtidos
relacionados a producdo enzimética de ésteres etilicos em sistema livre de
solvente organico em banho de ultrassom utilizando como substrato o éleo do
fruto de macauba (Acrocomia aculeata) e oleo residual de fritura em processos
modo batelada e continuo.

De uma forma geral, apdés a consecucdo deste trabalho, pbde-se
verificar que as estratégias utilizadas visando a producdo enzimética de ésteres
etilicos a partir dos 6leos em estudo apresentaram potencialidade para serem
aplicadas em diferentes sistemas reacionais, para obtencdo de compostos de
alto valor agregado.

Por tratar-se de uma tecnologia nova e diferenciada, o estudo reacional
em diferentes tempos foi de fundamental importancia para o melhor
entendimento do processo de transesterificacdo para producdo enzimatica de
ésteres etilicos em banho de ultrassom mostrando sua relevancia e efeito
positivo no processo de obtencédo de ésteres etilicos.

Além disso, o uso tanto do oOleo de macauba como oOleo de fritura
mostram-se como matérias-primas promissoras de grande potencial econémico
e ambiental para se tornarem fontes alternativas que venham a complementar
ou até substituir a cadeia de biodiesel de outras culturas que ocupam
atualmente posicado de destaque no Brasil na producdo de biodiesel, como a
soja e o dendé.

Verifica-se também que o uso de enzimas como catalisadores em
processos para obtencdo de eésteres apresenta um perfeito cenario de
perspectivas futuras positivas, porém a sua aplicacdo industrial ainda é pouco
utilizada, pois, apesar das diversas vantagens mencionadas em comparacao

com outros catalisadores, as enzimas apresentam caracteristicas que, embora
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atraentes e com resultados promissores para a operacdo em escala de
bancada, limitam a sua utilizacdo em escala industrial, devido ainda ao seu

elevado custo.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. CONCLUSOES

Os resultados da producéo de ésteres etilicos em sistema de ultrassom
livre de solvente organico utilizando Novozym 435 como biocatalisador e o 6leo
do fruto de macauba como substratos em modo batelada mostraram uma
perspectiva promissora para o uso da técnica, atingindo rendimentos de 79%
em ésteres obtidos em condi¢cdes brandas de operacao, irradiacdo de energia
(~ 132 W), temperatura (65 °C), em um tempo de reacdo relativamente curto
(30 minutos). Com as mesmas condicfes experimentais e mesmo tempo
reacional sem o uso do ultrassom percebeu-se que o rendimento em ésteres foi
significativamente menor (60%).

O uso de peneira molecular com a finalidade de remover a agua
contida nos 6leos e possivelmente produzida durante processo junto as
reagOes de transesterificagdo mostrou-se eficiente conduzindo a rendimentos
em ésteres etilicos mais elevados quando comparados a sua néao utilizacao.

A reutilizacdo da enzima mostrou-se interessante para o campo da
catélise enzimatica, evidenciando o comportamento complexo das lipases e
apresentando consideravel estabilidade deste biocatalisador para producao de
biodiesel. Entretanto, percebe-se que longos e consecutivos periodos de
exposicao junto ao ultrassom conduziram a significativa perda de atividade
enzimatica.

Nas rea¢cbes empregando 6leo do fruto de macauba em modo continuo
observa-se que poténcia ultrassénica exerce boa influéncia sobre converséo
em ésteres etilicos quando comparado as reacfes sem o uso do ultrassom
assim como constatado nas reagbes em modo batelada com rendimento de
90% em ésteres no tempo reacional de apenas 6,5 minutos e mantendo-se a
conversao praticamente estavel durante todo o decorrer do periodo avaliado.

A conversao obtida em modo continuo para o 6leo de macauba

mostrou-se bastante satisfatéria estando bem préxima aos valores maximos de
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convertibilidade em ésteres para este 6leo destacado na literatura (80,1% a
91,6%), assumido que uma quantidade significativa de compostos né&o
conversiveis em ésteres estao presentes em 6leos de macauba brutos.

No estudo da producédo de ésteres etilicos derivados de oOleo de fritura
empregando tecnologia de ultrassom e a lipase Novozym 435 em modo
batelada observa-se que assim como demonstrado para o 6leo de macauba o
ultrassom mostrou-se eficiente conduzindo & elevados rendimentos em ésteres
etilicos em um curto tempo reacional quando comparado as reagcdes sem 0
emprego de poténcia ultrassbnica, apenas com o uso da temperatura obtendo-
se rendimento de 88% em ésteres em tempo reacional de 90 minutos. Neste
mesmo periodo de reagcdo a conversdo em eésteres sem o0 uso da poténcia
ultrassonica chegou a 77%.

Em modo continuo utilizando-se 6leo de fritura e empregando as
mesmas condicbes experimentais observa-se que também o ultrassom
conduziu as melhores conversfes em ésteres etilicos durante todo o periodo
reacional estudado quando comparado as reacgles realizadas sem a sua
utilizacdo (apenas com aquecimento e agitacdo mecanica) obtendo-se as
conversdes maximas em ésteres de 80% e 80,4% nos primeiros tempos
reacionais (13 e 19 minutos). Sem o uso do ultrassom as maximas conversées
foram de 74,9 e 74,5% nos mesmos tempos reacionais.

Observa-se um gradativo decaimento na conversao de ésteres apés 0s
tempos iniciais no decorrer de todo periodo estudado em ambas as reacbes
(com e sem 0 uso do ultrassom), assim, conclui-se que este comportamento
deva-se pela incrustacao do glicerol formado durante a reacao de esterificacéo
na superficie do suporte enzimatico, conduzindo a um impedimento do acesso
do substrato ao sitio ativo da enzima, diminuindo a atividade catalitica e,

consequentemente, reduzindo o rendimento final da reacao.
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6.2. SUGESTOES

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes

sugestdes para trabalhos futuros podem ser delineadas:

e Avaliacdo de outras lipases para a producéo de ésteres etilicos,
incluindo enzimas nao comerciais.

e Estudar a producdo de ésteres etilicos a partir de outras fontes
de Oleos vegetais.

¢ Realizar uma investigacdo mais aprofundada sobre a producéo
de ésteres etilicos em modos batelada e continuo utilizando o
Oleo de fritura (variar razdo molar 6leo/alcool, quantidade de
enzima, temperatura, vazdo de alimentacdo, poténcia
ultrassonica, uso de solventes organicos).

e Estudo da reacao de transesterificacdo dos 6leos de macauba e
fritura com outros alcodis (metanol, propanol, butanol).

e Propor metodologia para viabilizar o redso da enzima por varios
ciclos.

e Empregar processo de hidroesterificagdo no modo continuo para
0leo de macauba e 6leo de fritura com a finalidade de minimizar
o efeito do glicerol formado dentro do reator impedindo o acesso
do substrato ao sitio catalitico e diminuindo a atividade catalitica
da enzima.

e Construcdo de um reator continuo, em série, para tentar
remover o glicerol formado e acumulado durante o processo e

melhorar o rendimento em ésteres.
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APENDICE A — ANALISES CROMATOGRAFICAS

Neste apéndice é apresentada a metodologia de calculo adotada para
determinacao do teor em termos de ésteres de acidos graxos e quantificacéo
de mono- (MAG), di- (DAG) e triglicerideos (TAG).

ESTERES DE ACIDOS GRAXOS

Em relacdo ao método cromatografico utilizado para quantificacao dos
ésteres de acidos graxos utilizou-se o método conforme a norma EN 14 103
(2003). Sendo que o mesmo consiste na injecdo de amostras em um
cromatdgrafo gasoso com detector de ionizacdo de chama (CG/FID Shimadzu
modelo GC 2010) equipado com injetor automatico AOC-20i e uma coluna
capilar RTX - Wax (30m x 0,25 mm x 0,25 mm), com as seguintes condi¢des
cromatograficas: temperatura inicial da coluna de 120 °C, permanecendo por 1
minuto nesta condicdo, aumentando-se a temperatura a uma taxa de
15°C/minuto até 180 °C, permanecendo assim por 2 minutos, e aumentando
novamente a uma taxa de 5 °C/min até 250 °C permanecendo 2 minuto nesta
condi¢cdo. Ar sintético e nitrogénio era utilizados como gas de arraste e a
temperatura do injetor e detector eram 250 °C e a taxa de split de 1:50.

As amostras referentes a cada experimento foram preparadas em
triplicata conforme descrito no capitulo de materiais e métodos. Utilizou-se a
mesma metodologia de preparo das amostras para analise descritas por Sliva
(2009), realizou adaptagao da EN 14 103 (2003), devido ao alto consumo de
padrdo interno indicado pela normativa. As adaptacées em relacdo ao método
oficial foram testadas com base a amostra de biodiesel etilico de soja obtido
pelo método de catalise alcalina utilizando hidréxido de sédio como catalisador,
em condicbes de reacdo otimizadas por Faccio (2004), conforme é

apresentado na Tabela Al.
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Tabela A. 1: Testes da metodologia de andlise, referentes as amostras de

biodiesel etilico de soja.

~ Concentracao em
Concentragédo em

Amostra Esteres (%) EN 14103 Esteres (%) EN 14103 Desvio Padrédo
adaptada
11 97,6 97,3 0,21
1.2 97,5 96,8 0,49
2.1 98,2 97,54 0,46
2.2 97,8 98,2 0,28

Os resultados apresentados na Tabela A.1 confirmam a
representatibilidade da metodologia utilizada no preparo das amostras para
quantificacdo de ésteres de acidos graxos, uma vez que os desvios padrdes

obtido em relac&o as diferentes metodologias foram baixos (Silva, 2009).

CALCULOS DO TEOR DE ESTERES ETILICOS

As amostras foram preparadas apos evaporacao do etanol conforme
apresentado no Capitulo 3. A solucdo preparada era entdo injetada em
cromatografo gasoso em duplicata e o calculo do teor de ésteres etilicos da

amostra era obtido através da equacgédo abaixo, com base na EN 14103 (2003):

A— API
Esteres(%) = (Z B CPI ]*100

amostra

onde:

YA = Somatdrio das areas correspondentes aos picos dos ésteres
(C14:0 a C24:0) e do padréo interno (C17:0);

Ap, = Area do padréo interno (C17:0 — Heptadecanoato de metila);

Cpi = Concentracao do Padréo Interno na amostra injetada [mg/L)];

Camostra = Concentracédo da amostra injetada [mg/L].
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QUANTIFICACAO DE MONO- (MAG), DI- (DAG) e TRIGLICERIDEOS (TAG)

Conforme apresentado no capitulo de materiais e métodos, para a
quantificacdo do teor de monoglicerois (MAGs), diacilglicerdis (DAGs) e
triacilglicerois (TAGS) empregou-se técnica de cromatografia gasosa utilizando
as condi¢cbes cromatogréficas descritas pela norma EN14105 do Comité

Europeu para Padronizacoes.

CALCULOS PARA DETERMINACAO DO TEOR DE MONO-, DI- E
TRIGLICERIDEOS

As amostras referentes a cada experimento foram preparadas
conforme descrito nos materiais e métodos. A solucdo foi entdo injetada em
duplicata de amostra em cromatografo gasoso Shimadzu, Modelo GC-2010,
equipado com injetor automatico e on-column e detector de ionizacdo de
chama (FID). Utilizou-se a coluna capilar DB-5 (J e W Scientific, n°® de série:
US7162944H), de 30 m x 0,25 mm x 0,1 um. As condi¢Bes de operacao foram
segundo a Norma n° 14105, do Comité Europeu para Padronizagdes, sendo a
programacao de temperatura da coluna: 50 °C/1 min, 15 °C/min até 180 °C,
7°C/min até 230 °C, e 10 °C/min até 380 °C, permanecendo por 8 min. A
temperatura do detector era 380 °C, pressao do gas de arraste (ar sintético e
nitrogénio) de 80 kPa e o volume injetado foi de 1uL. O célculo do teor (%) de
mono-, di- e triglicerideos da amostra foram obtidos através da Equacédo da

reta das curvas de calibracdo, com base na EN 14105 (2003).

CURVAS DE CALIBRACAO MONO-, DI-, TRIGLICERIDEOS

Preparou-se uma solucdo mae de cada padrdo externo (monooleina,
dioleina e trioleina), e a partir destas preparou-se, cuidadosamente, 3 solucées
de calibracdo em diferentes concentracdes, para os glicérides (Kruger, 2009),

conforme a Tabela A.2.
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Tabela A. 2. Preparacao das solucfes de calibracédo dos glicerideos.

Solucéo de calibracéo
Padr&o externo 1 2 3 4 5 6 7 8
Monooleina (ppm) | 100 | 500 | 1000 | 2000 | 3100 | 200 | 300 | 6200
Dioleina (ppm) 890 | 70 | 530 |1000| 1400 | 200 |[100]| 50
Trioleina (ppm) 500 | 5000 | 3000 | 50 | 10.000 | 7500 | 200 | 300

As condi¢Bes de analise das solucdes de calibragcdo e das amostras
foram segundo a Norma 14105, do Comité Europeu para Padronizacoes,
porém, sem a utilizacdo de padrdes internos, pelo fato de que ampliou-se as
faixas de calibracdo sugeridas pelo método, que era de somente quatro pontos
e assim teve-se dificuldade de encontrar as concentracdes dos padrdes
internos que acompanhassem toda a faixa de abrangéncia escolhida. Optou-se
entdo pela calibracdo somente com os padrées externos.

Em cada solucéao de calibracdo foi adicionado 100 pL do derivatizante
MSTFA, ap0s a solucdo foi agitada e deixada em temperatura ambiente por 15
minutos para que o derivatizante reagisse. Em seguida, completou-se o volume
(10 mL) com n-heptano. As solucBes foram transferidas para os frascos de
amostragem e levadas ao GC-FID para analise. Todas as solu¢des foram
preparadas em duplicata.

As equacdes obtidas com as curvas de calibragcdo (concentracao
versus area) para cada composto podem ser observadas nas Figuras A.1 a
A.3.
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Figura A. 1. Curva de calibracdo para monooleina.
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Figura A. 2. Curva de calibracao para dioleina.
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Figura A. 3. Curva de calibracdo para trioleina.
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EXEMPLO:
Teor de diglicerideos.

_ massa (mg)

C =
amostra volume (L)

63.6 (mQ)
Camostra=001—0(|_) =6360
C=5,13E 10° * X Area DAGs
C = mg/L
6360 mg/L » 100%
C mg/L > X % de DAG na amostra

x= % de DAG na amostra



