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RESUMO

As unidades em escala industrial de producéo de biodiesel empregam, na sua quase totalidade,
reacOes de transesterificagdo com catalise alcalina. Esta rota é caracterizada pela necessidade
da utilizacao de 6leos refinados como matéria-prima, respondendo por 80% do custo final do
biocombustivel. Como alternativa, ha a utilizacdo do processo de hidroesterificacdo que
possibilita o uso de qualquer matéria-prima graxa, desde 6leos ndo refinados ou até mesmo
residuais na sintese do biodiesel. A hidroesterificacdo envolve uma etapa de hidrélise seguida
de esterificacdo, sendo que ao se utilizar lipases como catalisadores em ambas as etapas do
processo de hidroesterificacdo, este pode apresentar alta seletividade, alta especificidade,
condicdes brandas de operacdo e elevada pureza dos produtos. Portanto, a proposta deste
trabalho visou a producdo do biodiesel via hidroesterificacdo, empregando lipases como
catalisadores em ambas as reacOes, utilizando-se o 6leo residual de soja (de fritura) como
matéria-prima. A lipase de Geotrichum candidum (LGC) foi produzida por fermentacdo
submersa e foi aplicada na forma livre na reacdo de hidrélise. Para a etapa subsequente, de
esterificacdo, foi selecionada a lipase de Pseudomonas fluorescens (LPF). Esta foi imobilizada
por adsorcao interfacial em suporte de estireno-divinilbenzeno (EDB). O dleo de soja residual,
utilizado como matéria-prima, foi caracterizado e apresentou densidade de 0,92 g/mL, indices
de peroxido de 9,50 + 0,02 meg/kg, de acidez total 0,60 + 0,01 mg/g, entre outros parametros
estudados. A reacdo de hidrdlise, catalisada pela LGC, foi otimizada utilizando-se um
delineamento composto central rotacional (DCCR) para duas variaveis; fracdo de 6leo residual
(% m/m) e concentracdo de lipase (U/g de sistema). A utilizacdo do planejamento fatorial
permitiu a obtencdo de uma conversdo total de acidos graxos em 60 min de reacdo a 40°C e
1000 rpm, para um sistema contendo 20 % (m/m) de fracdo de 6leo de soja residual no sistema,
sem o emprego de solvente ou agentes emulsificantes. A reacao de esterificacao, catalisada pela
LPF-EDB, foi realizada com concentracdo maxima de acidos graxos de 1000 mM sendo que
em apenas 3 horas foi alcangcada uma converséo de 80 % de biodiesel. O biodiesel produzido
foi caracterizado segundo as normas da ANP, para a composi¢do de ésteres, viscosidade e as
quantidades de glicerol livre, monoacilglicerol (MAG), diacilglicerol (DAG) e triacilgicerol
(TAG) de ésteres.

Palavras-chave: Hidroesterificacdo. Lipase. Biodiesel. Esterificacdo. Hidrolise. Residuo.



ABSTRACT

Almost all of the industrial units use transesterification reactions catalyzed by alkaline to
produce biodiesel. This route of production is characterized by the need to use refined oils as
raw material. The oil refining in this case corresponds to 80% of the final cost of the biofuel.
As an alternative, there is the possibility to use the hydro-esterification rout, which allows the
use of unrefined or even residual oils in the synthesis of biodiesel. This rout represents the most
in-depth alternative in the production of biodiesel. The hydro-esterification involves two steps:
reaction of hydrolysis followed by esterification. The use of the lipase catalyst in both steps of
the hydro-esterification should result for the process high selectivity, high specificity, mild
operating conditions and high purity of the products. Therefore, the mean of this project was to
produce biodiesel via hydro-esterification rout catalyzed by immobilized lipase using residual
soybean oil (frying) as raw material. The lipase of Geotrichum candidum (GCL) was produced
by submerged fermentation and applied in its free form in the hydrolysis reaction. The
subsequent esterification step was catalyzed by the lipase of Pseudomonas fluorescens (PFL),
a commercial lipase. The PFL was immobilized by styrene-divinylbenzene (Sty-DVB) using
interfacial adsorption method. The residual soybean oil (waste cooking oil) used was
characterized and it showed a density of 0.92 g/ml (25 ° C), peroxide indices of 9.50 = 0.02
meq/kg, total acidity of 0.60 + 0.01 mg/g, and others studied parameters. The hydrolysis
reaction catalyzed by the GCL was optimized using a central composite rotational design
(CCRD) for two variables: fraction of residual oil (% m / m) and lipase concentration (U / ¢
system). The use of factorial design allowed obtaining a total fatty acids conversion in 60 min
of reaction at 40 ° C and 1000 rpm. The system was compounded by a residual soybean oil
fraction of 20% (m / m), without the use of solvents or emulsifying agents. The esterification
reaction was catalyzed by PFL-Sty-DVB and performed with a maximum concentration of free
fatty acids of 1000 mM. The conversion to biodiesel reached was 80% in only 3 hours of
reaction. The biodiesel produced was characterized according to ANP standards for the
composition of esters, viscosity and the amounts of free glycerol, monoacylglycerol (MAG),

diacylglycerol (DAG) and triacylglycerol (TAG) of esters.

Keywords: Hydro-esterification. Lipase. Biodiesel. Esterification. Hydrolysis. Residue.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento e pesquisa de combustiveis alternativos que possam ser utilizados
em substituicdo aos derivados do petroleo demandam fortes investimentos, uma vez que as
exigéncias e buscas por fontes renovaveis de energia crescem em todo o mundo. Dentre estes
combustiveis, o biodiesel, que € obtido a partir de fontes renovaveis como 6leos vegetais, surgiu
como uma alternativa ao diesel, pois possui propriedades semelhantes, podendo até mesmo ser
utilizado em motores a diesel sem a necessidade de modificacdes mecanicas ou despesas de
manutencdo extensas (CAVALCANTE et al., 2010).

As unidades em escala industrial de producdo de biodiesel empregam, na sua quase
totalidade, a rota quimica com catalisador alcalino. Nesta rota é necessario o emprego de 6leos
refinados como matéria-prima, que chegam a representar quase 80 % do custo final do biodiesel
produzido (VESCOVI et al., 2016).

Na producéo de biodiesel via hidrosterificagdo ocorrem duas reagdes distintas, onde
numa primeira etapa tem-se a hidrolise dos acidos graxos dos triacilglicerois, seguida por uma
segunda etapa na qual os acidos graxos livres sdo convertidos em alquil ésteres via esterificagéo.
Nessa rota, os 6leos residuais ou ndo refinados podem ser empregados diminuindo-se, assim, o
custo final do biodiesel produzido (VESCOVI et al., 2016).

A utilizacdo de catalisadores bioldgicos como as lipases para a catélise da reacdo de
hidrolise, € uma alternativa muito vantajosa aos catalisadores quimicos, pois além de nao
requerer cofatores, atuam em uma ampla faixa de pH, a pressdo ambiente e a baixas
temperaturas. Os catalisadores enziméaticos permitem que 6leos ndo refinados ou residuais
também sejam utilizados como matéria-prima na sintese do biodiesel, e ainda séo considerados
processos tecnologicamente limpos, pois ndo ha a formacao de subprodutos indesejados, devido
a elevada seletividade das enzimas (CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2010). Contudo, 0
elevado custo das lipases ainda é o principal obstaculo em relacdo a exploracéo total de seu
potencial. O valor de mercado de uma enzima é determinado pela quantidade de enzima
produzida, pelo processo de purificagdo empregado e por sua estabilidade operacional (GUPTA
et al., 2004; HANSAN et al., 2006).

Outra preocupacéo inerente mostra-se quanto ao problema da crescente producéo de
oOleos de fritura residuais de fontes domésticas e industriais. Geralmente, os despejos destes
residuos séo realizados de maneira incorreta e parte destes 6leos sdo encaminhados a rede de

esgoto, aterros sanitdrios, solos, lixdes e cursos d’dgua, trazendo como consequéncia
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problemas, tanto para fauna quanto para a flora, tornando-se diretamente causa potencial de
problemas de saide humana (COSTA et al., 2000). Para que tal ocorréncia diminua existem
alternativas para o uso final deste residuo; estes podem ser utilizados como matéria-prima desde
a producdo de sabdes caseiros a energia por digestdo anaerdbia por craqueamento térmico
(ZAHER, 2003) e na producdo de biodiesel, que é consideravelmente menos poluente que o
6leo diesel (FELIZARDO et al., 2005).

Assim, pelos motivos expostos, a proposta deste trabalho consistiu na utilizacdo da rota
de hidroestrificacdo para produzir o biodiesel, empregando o 6leo residual de soja como
matéria-prima, diminuindo dessa forma o custo para a producdo deste. Ainda, em ambas as
etapas desta rota (hidrdélise e esterificacdo) foram empregadas lipases como catalisadores destas

reacOes, visando tornar o processo tecnologicamente limpo e ndo agressivo ao meio ambiente.
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2 JUSTIFICATIVA

A producao de biodiesel atende aos apelos para 0 uso de recursos renovaveis que possam
substituir combustiveis derivados do petréleo. Seu custo final pode ser afetado dependendo da
rota de producdo em até 25% e em mais 80% devido ao preco de preparo da matéria-prima
(SHARMA et al 2008; AIE, 2018). Os métodos convencionais de producdo de biodiesel que
utilizam catalisadores homogéneos demonstram restricGes quanto ao uso de matérias-primas de
alta acidez e teor de agua (KUSS et al., 2015; PARENTE, 2003). A utilizacdo de matérias-
primas de baixo custo, que geralmente apresentam alta acidez e teor de 4gua, como 6leo residual
de fritura, representam uma alternativa para a diminui¢éo final do preco do biodiesel, além de
seguir os principios da quimica verde. Entretanto, tornar vidvel a producdo nacional do
biodiesel requer mais do que somente utilizar matérias-primas mais econémicas. O método de
producdo e tipos de catalisadores utilizados também devem ser revisados a fim de se obter um
processo industrial com elevada eficiéncia, menores impactos ambientais e a um menor custo

de producéo.
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3 OBJETIVO
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi o estudo da produgéo de biodiesel via hidroesterificagcdo
enzimaética utilizando o éleo de soja residual como matéria prima.

A hidroesterificacdo € constituida por duas etapas: hidrolise e esterificacédo.

Na etapa de hidrdlise enzimatica o principal objetivo foi utilizar um biocatalizador
homogéneo com baixo custo (Lipase de Geotrichum candidum produzida por fermentacéo
submersa).

Para etapa de esterificacdo o objetivo foi utilizar um biocatalizador heterogénio (Lipase
comercial de Pseudomonas fluorescens) e determinar as condi¢es operacionais para esta etapa,
favorecendo a utilizacdo da matéria-prima escolhida, contribuindo para o desenvolvimento da

matriz energética brasileira.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Dessa forma os objetivos especificos, podem ser escritos como:
I. Caracterizacdo do 6leo de soja residual;
I1. Producéo e purificacdo da LGC via fermentacdo submersa;
I11. Selecdo de lipases para aplicacdo na reacdo de esterificacdo;
IV. Imobilizacao de diferentes lipases em suportes distintos;
V. Caracterizacdo das propriedades biocataliticas da lipase comercial livre e imobilizada;
VI. Aplicacdo e otimizacédo da lipase produzida na reacdo de hidrolise do 6leo de soja residual
utilizando um delineamento experimental;
VII. Aplicacdo do derivado nas reacfes de esterificacdo usando os acidos graxos obtidos
previamente na hidrolise do dleo residual;

VIII. Caracterizacgao do biodiesel obtido.
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4 REVISAO
4.1 BIODIESEL E O CENARIO ENERGETICO MUNDIAL

Segundo a Agéncia Nacional do Petroleo (ANP), por meio do Regulamento ne 07/2008,
o biodiesel ¢ um “combustivel composto de alquil ésteres de acidos graxos oriundos de 6leos
vegetais ou gorduras animais, designado por B100 (biodiesel puro)” para uso de motores de
combustdo interna proveniente de biomassa renovavel que possa substituir parcial ou
totalmente combustivel de origem fossil. Este emite menos poluentes atmosféricos do que o
diesel, derivado do petréleo, podendo até mesmo substitui-lo, sem a necessidade de
modificagdes mecanicas ou despesas de manutencdo extensas, uma vez que apresentam
propriedades semelhantes (CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2010).

Juntamente com as fontes de energia renovaveis como a energia solar, hidrica, eolica,
da biomassa e dos residuos, o biodiesel tem sido alvo de intensas pesquisas nos ultimos dez
anos devido ao seu potencial de substituicdo ao diesel, limitando assim o uso de combustiveis
fosseis, uma vez que, conforme mostra a Figura 1, a necessidade de se encontrar novas formas
de energias renovaveis para garantir a seguranca energética mundial é urgente desde o ano de

2015 (LAM, 2010).

Figura 1 — Projecdo da demanda de energia mundial até 2015
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Fonte: (LAM et al., 2010, p. 508).

Estudos da Agéncia Internacional de Energia (AIE) mostraram que somente a energia
produzida por fontes renovaveis e de residuos possui maior potencial entre outros recursos
renovaveis, representado na Figura 2. Os combustiveis renovaveis e residuos representam 9,7%,

em comparagdo a 2,5% e 1,5% de energia hidrelétrica e outros (e6lica, solar, calor e
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geotérmica), respectivamente, prevendo-se desta forma uma intensa entrada da energia

renovavel, como o biodiesel, no mercado para diversificacdo das fontes de energia global.

Figura 2 — Oferta Mundial de Energia por combustivel em 2015. Total: 13.647 milhdes de toneladas equivalentes
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Fonte: (AIE, 2017, p. 6).

Além disso, o biodiesel segundo Talebian-Kiakalaieh e seus colaboradores (2012),
apresenta como vantagem uma significante reducdo de emissdes de gases poluentes por ignicéo.
O uso do biodiesel reduz em 68% a emisséo de hidrocarbonetos ndo queimados, 44% em
monoxido de carbono, 100% Oxido de enxofre, e em 80-90% os hidrocarbonetos aromaticos

policiclicos (HPAS), quando comparado ao diesel.

4.2 HISTORICO E CARACTERIZACAO DO MERCADO BRASILEIRO

Desde o surgimento do movimento ambientalista no Brasil e, principalmente, apos a
crise do petroleo da década de 1970, vem-se discutindo alternativas energéticas em substituicdo
as fontes de origem fossil (TAPANES, 2013).

O Programa Nacional do Alcool (Pré-alcool) foi estabelecido em 1975, sendo este um
programa de substituicdo em larga escala dos combustiveis veiculares derivados de petroleo
por alcool combustivel financiado pelo governo. Durante sua implantagéo, inseriu-se, no pais
na década de 80, criado pelo Conselho Nacional de Energia e o Programa OVEG (Programa
Nacional de Alternativas Energéticas Renovaveis de Origem Vegetal), o Programa Nacional de
Producdo de Oleos Vegetais para Fins Energéticos (Pr6-6leo), instituido pela Secretaria de
Tecnologia Industrial do Ministério da Inddstria e Comércio (STI/MIC) (MOREIRA et al.,
1999).
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O Pré-6leo tinha como metas iniciais o incentivo a producgdo de 6leos vegetais para fins
energeticos, a mistura de 30% (B30) de biodiesel ao 6leo diesel e a gradual substituicao total
do diesel de petroleo pelo diesel vegetal. A énfase a producéo de biodiesel se deu primeiramente
a partir do oOleo de soja, e, posteriormente os Oleos de amendoim, colza, girassol e dendé
comecaram a ser empregados (POUSA et al., 2007).

Entretanto, devido ao baixo prego do diesel as atividades de pesquisa e producdo de
biodiesel cessaram. O governo entdo retornaria o interesse pelo biodiesel quando a producéo
deste comecou a crescer na Europa, vislumbrando uma forma de fortalecer a agricultura familiar
e assim melhorar a inclusdo social no pais (POUSA et al., 2007).

Em 2002, a Portaria n° 720, de 30 de outubro de 2002, instituiu o Programa Brasileiro
de Biodiesel (Pré-biodiesel). Posteriormente, em 06 de dezembro de 2004, foi lancado
oficialmente o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel (PNPB), que é um programa
responsavel por promover estudos a respeito da viabilidade de utilizacdo de dleos vegetais para
fins energéticos, implantando um desenvolvimento sustentavel e promovendo a inclusdo social.
Dentro deste programa esta contida a Lei n°. 11.097/05 conversdo da Medida Provisoria n°.
214/2004, que determina a producdo e o consumo de biodiesel no Brasil estabelecendo a
obrigatoriedade da adicdo de biodiesel puro (B100) ao 6leo diesel comercial, podendo esta ser
considerada um marco no histérico do biodiesel no Brasil, sendo que a partir desta o biodiesel
passa a ter apoio também juridico (RAMOS et al., 2017).

De acordo com 0 PNPB, em janeiro de 2008, a mistura obrigatoria determinada por lei
foi de 2% (B2), em todo o territério nacional. Tal porcentagem sofreu ampliacdes sucessivas
pelo Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) e hoje encontra-se em atuais 10% (B10),
estabelecidos pelo governo federal no dia 01 de marco de 2018. Tal elevacdo porcentual dos
anteriores 8% para 10% representardo uma demanda adicional pelo biocombustivel de 1,3
milhdo de metros cubicos, ainda em 2018, o que em receita equivale a R$ 3,5 bilhdes (MME,
2018).

A evolucéo na producéo de biodiesel pode ser observada no grafico da Figura 3 em que
a producdo de biodiesel puro B100 é relatada mensalmente durante o periodo dos anos de 2014
a 2018.
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Figura 3 — Producdo mensal de biodiesel (B100) no Brasil nos periodos de 2005-2018
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Fonte: (ANP, 2018).

4.3 PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS DO BIODIESEL

Para que o biodiesel possa ser utilizado como biocombustivel este deve apresentar uma
série de especificacdes em relacdo a suas propriedades fisico-quimicas atendendo as condicGes
de uso para que integridade dos motores seja preservada. Os padrdes de qualidade utilizados
para a producado e uso do biodiesel no territorio nacional estdo presentes e regulamentados na
resolucdo ANP N° 45, de 25 de agosto de 2014, junto com as metodologias utilizadas para
especificacdo do biodiesel de acordo com normas nacionais (Associacéo Brasileira de Normas
Técnicas - ABNT) e internacionais (American Society for Testing and Materials - ASTM,
International Organization for Standardization - ISO e Comité Européen de Normalisation -
CEN) (ANP, 2018).

Dentre as propriedades fisico-quimicas do biodiesel destacam-se (CANAKCI; SANLLI,
2008):

e Propriedades fluidodinamicas (viscosidade e densidade), que influenciam na
circulacéo e injecdo do biodiesel nos motores movidos a 6leo diesel;

e Lubricidade, que € em funcéo de varias propriedades fisicas como viscosidade e
tensao superficial sendo necessaria para lubrificacdo da bomba nos motores;

e Indice de cetano, que é relacionado a capacidade de combustdo do biodiesel;

e Poder calorifico, que indica a quantidade de energia por unidade de massa do
biodiesel ao ser queimado;

e Pontos de névoa e fluidez, que caracterizam a temperatura ambiente de
utilizacdo e armazenagem do biodiesel;

e Ponto de fulgor, que assume importancia na seguran¢a no armazenamento,

manuseio e transporte do biodiesel;
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e Acidez, que mede a presenca de acidos graxos livres o que pode causar corrosao
ao motor;

e Teor de enxofre, que é totalmente isento no biodiesel, uma vez que a matéria-
prima (6leos vegetais e animais) ndo possue enxofre;

e Biogradabilidade e toxicidade, com alta biogradabilidade e baixa toxicidade

comparadas ao diesel derivado do petroleo.

4.4 MATERIAS-PRIMAS PARA A PRODUCAO DO BIODIESEL

Os Gleos e gorduras de origem tanto animais quanto vegetais representam as principais
matérias-primas utilizadas na producdo de biodiesel. Segundo Kuss e seus colaboradores
(2015), qualquer substancia que contenha triglicerideos em sua composicdo pode ser utilizada
como matéria-prima na producdo de biodiesel, uma vez que todos os 6leos e gordura, sendo
estes residuais ou ndo, sdo triglicerideos de acidos graxos que podem ser transformados em
biodiesel. Estes podem ser encontrados, por exemplo, tanto em o6leos vegetais (algodao,
amendoim, palma, girassol, mamona, colza e soja), 0s quais sdo constituidos principalmente
por glicerideos e outros lipideos em pequenas quantidades, quanto em gorduras animais, além
também, de Oleos residuais, que sdo 6leos vegetais utilizados no processo de fritura de
alimentos. A Tabela 1 apresenta algumas matérias-primas que sao utilizadas para a producao

de biodiesel no Brasil e no mundo.

Tabela 1 — Diferentes matérias-primas para a producéo de biodiesel
Matérias-Primas biodiesel

Mahua Soja Banha
Tilapia do Nilo Colza Sebo

Palma Canola Oleo de peixe
Semente de tabaco Babacu Bactéria
Planta de borracha Copra Algas

Farelo de arroz Amendoim Fungos
Sésamo Abobora Latex
Girassol Semente de Algoddo | Manga do mar
Cevada Oliva Quiabo

Coco Camelina

Milho Mamona

Oleos de cozinha usado | Mostarda

Linhaca

Fonte: (TALEBIAN-KIAKALAIEH et al., 2012).
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Os triglicerideos correspondem cerca de 90-98% da massa total de 6leos e gorduras
(SRIVASTAVA et al., 2000). Segundo Canakci e Sanli (2008), em sua composi¢ao quimica o0s
triglicerideos sdo compostos por trés acidos graxos (R-COOH) e um glicerol [C3Hs(OH)3], sua
estrutura quimica pode ser observada na Figura 4, em que R1, R2 e R3 representam radicais de

acidos graxos que compreendem cerca de 94-96 % (m/m) de uma molécula de triglicerideo.

Figura 4 — A estrutura quimica de uma molécula de triglicerideo
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Fonte: (CANAKCI; SANLI, 2008, p. 432).

A molécula de acido graxo varia em relacdo ao comprimento de sua cadeia de carbono
e ao numero de ligacBes duplas, sendo estas responsaveis na determinacao das propriedades
fisicas e quimicas do 6leo vegetal (GUI et al., 2008).

Segundo Sharma e seus colaboradores (2008), a escolha da matéria-prima para a
producdo de biodiesel pode contribuir com até 80% de seu custo final. Portanto, uma forma
direta para a diminuicdo do custo deste biocombustivel é a utilizacdo de matérias-primas com
baixo custo. Além disso, Gui e seus colaboradores (2008) afirmaram que as propriedades do
biodiesel variam de acordo com a composi¢do de acidos graxos dos 6leos vegetais utilizados
como matéria-prima para producdo do mesmo.

A Tabela 2 representa comparac@es utilizadas entre propriedades fisicas e quimicas do

biodiesel proveniente de diferentes matérias-primas com o diesel derivado de petrdleo.
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Tabela 2 — Propriedades fisico-quimicas do biodiesel comparadas ao diesel derivado do petréleo

Oleos ndo comestiveis | Oleos comestiveis .
Derivados
Parametros Semente . de petroéleo
Mamona de Colza Palma Soja di
iesel
borracha
Viscosidade (cst) - 5,81 450 442 4,08 2,60
ad40-°C
- 0,860-
Peso especifico 0,960 0,874 0,882 090 0,885 0,850
Valor calérico (MJ/kg) 39,50 36,50 37 - 39,76 42
Ponto de ignicao (°C) 260 130 170 182 69 68
Ponto de turvacéo (°C) -12 4 -4 15 -2 -
Ponto de fluidez (°C) -32 - -12 15 -3 -20
Teor de cinzas (Wt%o) 0,020 - - 0,020 - 0,010
Indice de acidez
(mg KOH/g) - 0,118 - 0,080 - -

Fonte: (GUI et al., 2008).

Segundo Knothe e seus colaboradores (2006), o grau de insaturacdo, 0 comprimento e
ramificacdo da cadeia dos acidos graxos afetam as propriedades do biodiesel. Portanto, ao
utilizar diferentes matérias-primas para um mesmo processo de producdo de biodiesel a
convers&o deste e suas propriedades seréo diferentes dentre outros motivos, possivelmente, pela
composicdo do acido graxo (NORJANNAH et al., 2016). O que pode ser evidenciado ao
comparar as diferentes composicbes de acidos graxos presentes nas matérias-primas

representadas na Tabela 3.

Tabela 3 — Composicgéo de &cidos graxos para 6leos comestiveis e ndo comestiveis

Oleos n&o . o
o Oleos comestiveis
comestiveis
Composicdo de acidos graxos Semente
Mamona de Colza Palma Soja
borracha
Oleico (C18H3402) 3,0 24,6 64,1 40,0 23,0
Linoleico (C1sH3202) 472 39,6 22,3 10,0 51,0
Palmitico (C16H3202) 1,0 10,2 3,5 45,0 10,0
Estearico (C1sH3602) 1,0 8,7 0,9 5,0 4,0
Linolénico (C1sH3002) 0,3 16,3 - - 7,0
Eicosenoico (C20H3802) 0,3 - - - -
Ricinoleico (C1sH3403) 89,5 - - - -
Dehidroxiestearico (CisHzs04) 0,7 - - - -
Palmitoleico (C16H3002) - - 0,1 - -
Outros - - 9,1 - -

Fonte: (GUI et al., 2008).
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4.4.1 Utilizagdo do 6leo de soja residual de fritura para a produgéo de biodiesel

A fritura representa um dos mais populares métodos de preparacdo de alimentos (LEE
et al., 2014). Sendo assim, o 0leo residual proveniente de fritura representa um surpreendente
potencial de oferta, uma vez que estes possuem inimeras fontes de obtencdo. Segundo Parente
(2003), as possiveis fontes de 6leos residuais vdo desde cozinhas domésticas, comerciais e
industriais, onde sdo praticadas as frituras de alimentos, até mesmo aguas residuérias
provenientes destes processos.

Define-se fritura como o processo de aquecimento do 6leo (160-220 °C) na presencga de
ar durante longos periodos de tempo (CVENGROS et al., 2004). Apds a fritura o 6leo vegetal
sofre algumas alteraces fisico-quimicas como, aumento da acidez devido a formacéo de acidos
graxos livres, mudanca em sua coloracdo para marrom escuro ou vermelho, aumento da
viscosidade e calor especifico e mudancas na tensao superficial (SANTOS et al., 2017).

Segundo Lee e seus colaboradores (2014), cerca de 15 milhGes de toneladas de 6leos
residuais de fritura sdo descartadas anualmente no mundo todo. O consumo per capita no Brasil
fica em trono de 20 litros/ano, entretanto, o0 montante coletado posteriormente ao uso é de
menos de 1% do total produzido (ECOLEO, 2019). Normalmente, o despejo destes residuos
sdo realizados de maneira incorreta, sendo parte destes 6leos encaminhados a rede de esgoto,
aterros sanitarios, solos, lixdes e cursos d’agua, trazendo como consequéncia problemas tanto
para fauna quanto para a flora, tornando-se uma causa potencial de problemas para a satde
humana (COSTA et al., 2000). Portanto, sua reciclagem e utilizacdo vém ganhando espaco cada
vez maior, uma vez que os efeitos de degradacdo ambiental se mostram em niveis cada vez
mais alarmantes.

Uma das alternativas de utilizacao do 6leo de soja residual de fritura, além dos processos
convencionais para producao de sabdo caseiro, é seu uso como matéria-prima na producao de
biodiesel (COSTA et al., 2000; DIZGE et al., 2009; FELIZARDO et al., 2005; LAM et al.,
2010; LIU et al., 2014; SANTOS et al., 2017; TALUKDER et al., 2010; TINTOR et al., 2015;
VESCOVI et al., 2016; YAGIZ et al., 2007). Por se tratar de um residuo, a utilizacdo deste
possui vantagens tecnoldgicas, econdmicas e ambientais tais como: ndo utilizagdo de um 6leo
refinado, baixo custo de matéria-prima, e propiciar um destino final adequado para este residuo.

Entretanto, para se utilizar o 6leo de soja residual de fritura como matéria-prima para a
producdo de biodiesel é necessario conhecer suas propriedades fisico-quimicas, uma vez que

estas podem influenciar de forma direta nas caracteristicas do biodiesel produzido, de acordo
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com a rota empregada, conforme descrito anteriormente. Geralmente, o 6leo residual possuiu
maior teor de &gua e &cidos graxos se comparado aos Oleos bruto e refinados, pois sofre o
processo de fritura mencionado (SANTOS et al., 2017). Portanto, € de extrema importancia, a

fim de se alcancar altas conversdes, a escolha do método de produgdo mais adequado.

4.5 FORMAS DE OBTENCAO DO BIODIESEL

O biodiesel é comumente produzido por transesterificacdo utilizando-se catalisadores
acidos, basicos ou enzimaticos. A transesterificacdo é o processo de transformacdo de um éster
carboxilico em outro, através da troca do grupo contendo o radical (-OR)" presente no éster
original, por outro grupo semelhante proveniente de um alcool, para dar origem a glicerina e a
mono-alquil ésteres (biodiesel) (QUINTELLA etal., 2009; SILVA; FREITAS, 2008). A reacéo
de transesterificacao por catélise basica representa 0 método de producdo mais empregado em
escalas industriais (AGUIEIRAS et al., 2014; DABDOUB et al., 2009; GARCIA et al., 2008).

A transesterificacdo por catalise basica utiliza como matérias-primas principais
moléculas reativas chamadas acil-aceptores (agentes acilantes — metanol e acetato de metila,
por exemplo) e 6leo vegetal, os quais devem apresentar caracteristicas de dleos vegetais
refinados, pois sua conversao em ésteres pode diminuir na presenca de quantidades elevadas de
agua e acidez (DEMIRBAS, 2009), além de dificultar o processo de separacao do glicerol e,
até mesmo, a purificacdo do biodiesel. Devido ao fato da necessidade de refino do 6leo vegetal
e a utilizacdo do metanol, que € altamente tdxico, ha a geracdo de um custo operacional elevado
(KNOTHE et al., 2006) e comprometimentos ambientais, além de ocasionarem problemas com
a qualidade do produto (LIN et al., 2009).

A Agéncia internacional de Energia (AIE) estima que a escala de producédo pode afetar
em 25% no custo final do biodiesel, enquanto o pre¢co da matéria-prima, bem como seu
tratamento, pode representar diferencas de até 80 %. Portanto, a maneira mais viavel indicada
para a producdo é o desenvolvimento de um método produtivo que aceite matérias-primas
variadas e sem a necessidade de refino.

Como alternativa a reacdo de transesterificacdo por catalise basica, ha a producgédo de
biodiesel através da rota enzimatica, em que se trata da transesterificacdo de triglicerideos com
um alcool, na presenca de uma lipase extra ou intracelular. Esta pode ser realizada usando
simplesmente a mistura dos substratos (alcool e lipideos) ou solventes organicos, geralmente
hexano ou heptano (SHIMADA et al., 2002).
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Preparagdes comerciais de lipases extracelulares em sistemas reacionais homogeneos e
também na forma imobilizada para a producdo do biodiesel foram utilizadas na maioria das
pesquisas publicadas, sendo que as mais utilizadas foram obtidas da Thermomyces lanuginosus
e Candida antarctica (DABDOUB et al., 2009).

A Tabela 4 apresenta algumas das pesquisas que utilizaram a rota enziméatica como meio
de producéo do biodiesel.

Tabela 4 — Pesquisas literéarias sobre rota enzimatica para a producéo de biodiesel

Metodo Lipases utilizadas | (%0) Referéncia
Transesterificacdo do 6leo de girassol C. rugosa DOSSAT etal.,
com metanol e butanol na presenca de P. cepacia 95 2002;
hexano como solvente e na auséncia P. fluorescens SOUMANOU et
de solvente al. 2003
Alcoodlise do ¢6leo de canola na i CHANG et al.,

C. antartica 97,9

presenca de metanol como solvente 2005
Transesterificacdo de 6leo de cozinha
re3|du~al na presenca .d? ,”.‘eta”"' € T. lanuginosus 82 YAN etal., 2014
solucdo de alcool polivinilico como
solventes
Hidroesterificacdo de 6leo de cozinha
residual na presenca de agua como T. lanuginosus 90 VESCOVI et al.,
solvente na etapa de hidrdlise e sem C. antartica 2016
solvente na etapa de esterificacao
Transesterificacdo direta da microalga
Botryococcus s% Na presenca de égga C. antéartica 88 SIVARAMAKRIS

' ' HNAN et al., 2017
como solvente

Fonte: Do autor.

Pode-se verificar que o uso de catalisadores enzimaticos para a producdo de biodiesel
empregando lipases, na transesterificagdo tem sido usado como uma alternativa que ajuda a
superar 0s problemas associados a catalise alcalina. Além disso, observando os resultados
obtidos em tais pesquisas, a rota enzimatica mostra potencialidades de uso muito interessantes,
em funcéo da facilidade de recuperacdo e reuso do catalisador quando imobilizado, a baixas
temperaturas requeridas, condigdes reacionais suaves com baixo consumo energético e pH néo

agressivo.
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45.1 Producdo de biodiesel: hidroesterificagdo versus transesterificacéo

A transesterificacdo possui como reagdo caracteristica, o triglicerideo reagindo com
metanol ou etanol, formando ésteres metilicos ou etilicos, que constituem o biodiesel, e glicerol
(Figura 5). Tais reacdes podem ser catalisadas por bases, acidos ou até mesmo enzimas
(PARENTE, 2003).

Figura 5 — Reacdo de Transesterificacdo

H,C—-O-C-R, 3CHOH H,C-0-C-R, H,C — OH
| Q Q |

HC-0O_-C—R, H.C_-O-C—-R, HC — OH
| Q Q |

H,C—O—-C—R, H,C - O - C —R, H,C — OH
Triglicerideo - Metanol 5 Biodiesel <+  Glicerol

Fonte: (PARENTE, 2003; KUSS, 2015, p. 1014).

As etapas do processo de transesterificacdo, (Figura 6), envolvem a preparacdo da
matéria-prima, reacdo, separacao de fases, recuperacdo e desidratacdo do alcool, e purificacdo
dos ésteres e da glicerina (PARENTE, 2003; KUSS, 2015).

Figura 6 — Etapas do processo de Transesterificagdo
MATERILA
PRINM.A

{

PREPARACAOC DA
MATERLA PRIMA

METAMNOL
Oleo ou ou ETAMNOL
CATALISADOR: o Gordura
(MNaOH ou KOH) REACAC DE -
: TRANSESTERIFICACAO
Alcool Etilico
ou Metilico
E

SEPARACAO
Fasc DE FASES Fasc

Pesada Leve

DESIDRATACAC |
DO ALCOOL |

-y h

. RECUPERACAO DO ; R_ECL.'PER.AC:ELP il
ALCOOL DA GLICERINA ALCOOL DOS ESTERES
i i Excessos
Glicerina de Alcoaol
. Bruta Recuperado -

DESTILACAO PURIFICACAO
DA GLICERINA DOS ESTERES

! ! !

RESIDUO GLICERIMNA BIODIESEL
GLICERICO DESTILADA

Fonte: (PARENTE, 2003; KUSS et al., 2015, p. 1015).
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No processo de transesterificagdo via catalise basica é necessario a utilizacdo de 6leos
com baixo teor de umidade e acidos graxos livres de forma a evitar a formacdo de produtos
saponificados que diminuam a eficiéncia da conversdo. Portanto, uma etapa de preparacao da
matéria-prima antes que a reacdo ocorra € imprescindivel. Em tal etapa, ocorre a neutralizacdo
do 6leo através de uma lavagem com uma solucdo alcalina de hidroxido de potassio ou de sodio,
seguido de secagem ou desumidificagdo. Entretanto, residuos conhecidos como “soapstocks”
sdo gerados, estes residuos representam quimicamente sabdes e sdo de dificil tratamento,
elevando ainda mais os custos para o processo (CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2010).

Como alternativa ao processo de transesterificacdo o processo de hidroesterificacdo vem
sendo estudado. O processo de hidroesterificacdo permite o uso de qualquer matéria-prima
graxa, tais como, gordura animal, 6leo vegetal, até mesmo, éleo de fritura usado, entre outros,
independentemente da umidade e da acidez que estes possuam (CAVALCANTI-OLIVEIRA et
al., 2010).

A producéo de biodiesel pela via de hidroesterificagdo ocorre resumidamente em duas
etapas, Figura 7, hidrélise seguida de esterificacdo (PARENTE, 2003).

Figura 7 — Etapas do processo de Hidroesterificagdo

Oleo e gorduras
i Agua

«

-— O -

Reacdo de

liceri — e S
Glicerina Hidrolise

+ Acido graxo

Alcool = Reacdo de

Acido graxo -, | Esterificacdo

i v )

Separacao de
fases

.

Biodiesel

Fonte: (PARENTE, 2003; KUSS et al., 2015, p. 1016).

Primeiramente, toda matéria-prima é hidrolisado (Figura 8), ocorrendo a reagdo quimica
entre a gordura ou o Oleo com a &gua, liberando acidos graxos livres e glicerol,
independentemente da acidez e da umidade da matéria-prima (PARENTE, 2003). Além da ndo
necessidade do preparo da matéria-prima, o glicerol obtido nesta etapa do processo de

hidroesterificagdo € muito mais puro, podendo representar qualidade alimentar (alto custo), que



32

o glicerol advindo da transesterificacdo, devido ao ndo contato com o metanol, o qual é
altamente toxico (CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 8 — Reacdo de Hidrdlise )
0 0
1

HC-0-C-R, 3H0 HO-C-R, H,C - OH
2 | o 2 0 |
HC-0- (If! -R, HO-C-R, HC —- OH
| ('_'I ({’I» : |
H,C-0-C-R, HO-C-R, H,C - OH
Tnghcerideo Agua Acido Graxo Ghicerol

Fonte: (PARENTE, 2003; KUSS 2018, p. 1016).

Em seguida, a glicerina é removida e os acidos graxos livres sdo entdo separados e
esterificados com um alcool de cadeia curta, gerando biodiesel e 4gua, (Figura 9) (PARENTE,
2003). O biodiesel gerado possui elevada pureza, ndo havendo necessidade de etapas de
lavagem e, além disso, a &gua também é obtida, como subproduto, retornando para a primeira
etapa do processo, a hidrolise (CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2010).

Figura 9 — Reagdo de Esterificacdo
0 )

HO - :"! -R, CH,0OH H,C-0- 1'_‘_ K, H.O

Acido Graxo Metanol Biodiezel Agua
Fonte: (PARENTE, 2003; KUSS, 2018, p. 1016).

Segundo Ramos e seus colaboradores (2001) a obtencdo de um glicerol mais limpo, que
facilita seu uso em outros processos, bem como um biodiesel isento de contaminagdes é uma
das principais vantagens do processo de hidroesterificacao.

Portanto, analisando os dois processos, tem-se que o processo de hidroesterificagdo
mostra-se tdo atraente quanto ou mais do que o processo de transesterificacdo para a producéo
de biodiesel, devido a abrangéncia em relacéo a matéria-prima, a qual ndo precisa de tratamento
especifico, a menor producédo de residuos indesejados, possibilidade de obtencéo de glicerina
mais pura e produto final isento de contaminagdo (CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2010).
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H& uma maneira de o processo de hidroesterificacdo apresentar alta seletividade, alta
especificidade, condi¢des brandas de operacdo e elevada pureza dos produtos, sugerida, em
2014, por Aguieiras e seus colaboradores, que se trata da utilizacéo de lipases como catalisador
em uma das etapas ou ambas as etapas do processo.

A constatagédo da aplicabilidade do processo de hidroesterificacdo para a produgédo de
biodiesel utilizando matérias-primas de baixa qualidade e lipases como catalisador pode ser
observada em pesquisas encontradas na literatura.

Em 2014, Aguieiras e seus colaboradores utilizaram em seu estudo apenas catalise
enzimatica na producdo de biodiesel por hidroesterificagdo. Foram utilizadas como
catalisadores nas reac6es de hidrolise do 6leo de macaiba e posterior esterificacdo dos acidos
graxos as lipases Rhizomucor miehei e Candida antarctica. O resultado obtido foi, apds 24
horas de hidrélise, uma conversao de 99,9%. Ja, os rendimentos na esterificacdo foram de 75%,
91% e 92% apds, respectivamente, 24, 48 e 72 horas de reacao.

Em 2016, Vescovi e seus colaboradores em seus estudos também optaram pela
utilizacdo de somente a catalise enzimatica. Para a etapa de hidrolise a lipase imobilizada
Thermomyces lanuginosus foi utilizada apresentando ap6s 12 horas um percentual de 94% de
conversdo dos acilglicerois, enquanto na etapa de esterificacdo a lipase imobilizada Candida
antarctica B apresentou apds 6 h uma conversdo em torno de 90%.

4.6 LIPASES

Lipases sdo enzimas hidroliticas nomeadas e classificadas pela Unido Internacional de
Bioguimica e Biologia Molecular (IUBMB) como triacilglicerol hidrolases (EC 3.1.1.3), que
catalisam a clivagem de ligacGes éster em triglicerideos a glicerol e acidos graxos livres,
podendo ser extraidas das células de tecidos vegetais e animais ou produzidas por micro-
organismos (MENDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013;). Estas séo adaptadas para operar na
interface de sistemas bifésicos apresentando também atividade e estabilidade em ambientes
ndo-aquosos (HASAN et al., 2006; MENDES et al., 2012; SANTOS et al., 2013). Portanto, a
aplicabilidade de uma lipase mostra-se muito ampla podendo ser empregada em diversas
reacOes (HASAN et al., 2006; SANTOS et al., 2013). As principais reacdes catalisadas por
lipases podem ser classificadas da seguinte forma representada na Figura 10.
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Figura 10 — Principais rea¢es catalisadas por lipase
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Fonte: (RIBEIRO et al., 2011, p. 5).

As lipases apresentam muitas vantagens, principalmente, em processos de
biotransformacdes, pois ndo requerem cofatores, atuam em uma ampla faixa de pH, a pressao
ambiente e a baixas temperaturas. Além disso, por possuirem alta afinidade com uma grande
gama de substratos, versatilidade quanto as propriedades do meio reacional, disponibilidade
comercial e ainda uma elevada especificidade e propriedades de régio, quimio e
enantiosseletividade, podem ser amplamente aplicaveis em processos industriais (CASTRO et
al., 2004; HASAN et al., 2006; SANTOS et al., 2013).

A especificidade de uma lipase é um fator muito importante para sua aplicagao industrial
e biotecnoldgica, sendo estas fundamentais para processos bioquimicos celulares, tais como a
degradacdo de moléculas nutrientes, transformacéo e conservagdo de energia quimica e na
sintese de macromoléculas bioldgicas a partir de moléculas percursoras simples. Estas
especificidades representam a organizagdo estrutural especifica que cada lipase possui,

permitindo a ligacdo apenas do(s) seu(s) substrato(s), e podem ser definidas de trés formas:
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quanto a regioseletividade, seletividade de substrato e enantioseletividade (GUPTA et al., 2004;
SANTOS et al., 2013).

Sua especificidade quanto a regioseletividade ou regioespecificidade caracteriza-se pela
propriedade da enzima de reconhecer a mesma ligacdo quimica em diferentes regides de
substrato, promovendo a seletividade da enzima pela posicéo de ligacdo éster em uma molécula.
Em relacéo a classe de lipidios, a especificidade da enzima se d& em relacdo ao tipo de éster
(di-, tri-, ou monoglicerideo, metil éster, entre outros). Na seletividade de substrato, a enzima
lipolitica reconhece um tipo de acido graxo em particular e hidrolisa as ligacGes nas quais ele
esta envolvido. A enantioseletividade ou estereoespecificidade, caracteriza-se pelo fato de
algumas destas enzimas catalisarem apenas a hidrélise ou a esterificacdo de um dos dois
enantibmeros em substratos racémicos (GUPTA et al., 2004).

Em meio aquoso, 0 mecanismo de acdo de uma lipase é caracterizado pela necessidade
de “ativagdo interfacial” para que se inicie a catalise, uma vez que sua estrutura tridimensional,
formada pela triade catalitica de aminoacidos serina-histidina-aspartato/glutamato, encobre o
sitio ativo com uma superficie entrelagada, um oligopeptideo hidrofébico, denominada tampa
ou lid, o que caracteriza uma lipase fechada e inativa. Entretanto, quando ha a ligagdo com o
substrato esta tampa se move, alterando a forma fechada da enzima para a forma aberta, fazendo
com que o centro ativo fique acessivel ao substrato e, simultaneamente, facilitando a ligagdo da
lipase ao substrato expondo uma larga superficie hidrofébica (CASTRO et al., 2004). O
mecanismo descrito é representado na Figura 11. Sendo assim, com a ativacao interfacial ha o
aumento da atividade lipolitica em funcdo de substratos solUveis, uma vez que a tampa ja se
encontra aberta, o que indica a atuacdo preferencial das lipases em substratos emulsionados e
em interfaces dgua-solvente organico, ou dgua 6leo (BUCHHOLZ et al., 2005).
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Figura 11 — Ativacdo Interfacial de lipases com interfaces hidrofdbicas

Centro ativo
lid

.

Lipase fechada e Lipase ativada
inativa interfacialmente

Interface hidrofébica

Fonte: (BUCHHOLZ et al., 2005).

As principais fontes de obtencdo de lipases para aplicacdo industrial tém sido os micro-
organismos, em que a producdo destas podem ser desenvolvidas técnicas convencionais como
fermentacdo submersa (FSM), que consiste no crescimento microbiano seguido das variagdes
de condicdo de cultivo e composi¢do (RAMOS et al., 2015) e fermentacdo em estado sélido
(FES), na qual sdo utilizados substratos insoltveis atuando como suporte fisiologico e fonte de
nutrientes com baixas porcentagens de agua em sua composicdo (PANDEY, 2003). A FSM,
técnica mais simples, apresenta vantagens consideraveis em relacdo a homogeneidade do
sistema, maior eficiéncia na transferéncia de calor no meio e facilidade de controle de
parametros reacionais, tais como, pH, temperatura, oxigénio, que sao essenciais para a producao
da lipase (RAMOS et al., 2015).

Além das técnicas convencionais de producdo apresentadas, hd uma técnica altamente
sensivel denominada reacdo em cadeia da polimerase (PCR), por meio da qual, pequenas
guantidades de sequéncias de RNA ou DNA especificas podem ser amplificadas
enzimaticamente até que milhdes de copias da sequéncia alvo sejam obtidas (GANDRA et al.,
2008). Esta técnica que € utilizada para a preparacédo de fragmentos de DNA para clonagem e
producdo da lipase, estabeleceu uma alternativa viavel aos métodos de cultura tradicionais
(MARLONY et al., 2003), apresentando diversas vantagens, como maior rapidez, maior poder

de tipificacdo e discriminacdo, maior seletividade, especificidade e a possibilidade de trabalhar
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com micro-organismos que ndo sdo cultivaveis em meios de cultura normalmente utilizados
(BUSH; NITSCHKO, 1999; GANDRA et al., 2008).

As lipases, de acordo com estudos literarios, podem ser aplicadas em diversos processos
industriais, incluindo processos de biotransformacao, sintese e degradacédo de termoplasticos de
engenharia, produgdo de produtos farmacéuticos, agrogquimicos, cosméticos, aromas e
fragréncias, emulsificantes, lipidios estruturados, pré-tratamento de residuos ricos em lipidios,
sintese de biodiesel pela hidrdlise de 6leos e gorduras (BRABCOVA et al., 2013; CASTRO et
al., 2004; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010; HASAN et al., 2006; HU et al., 2012; JIN et al.,
2013; MENDES et al. ., 2012; MENDES et al., 2013; RODRIGUES; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010 a, b;).

4.6.1 Mecanismo da Reacdo de Hidrolise

A hidrdlise de ligacdes ésteres de triaglicerideos ocorre por clivagem sequéncial dos
grupos acila no triglicerideo, sendo esta conversdo enzimatica usada na obtencdo de &cidos
graxos poli-insaturados (MUKHERJEE, 1995). Seu mecanismo de reacdo esta representado
pela Figura 12. A reacdo inicia-se com o ataque nucleofilico ao &tomo de carbono carbonilico
na ligacdo éster pela molécula de oxigénio da serina, com formacdo de um intermediario
tetraédrico estabilizado. Por fim, ap6s a formacdo do complexo acil-enzima e liberagdo de um
alcool, este e finalmente hidrolisado liberando os &cidos graxos e regenerando a enzima. De

maneira inversa, a reacdo de esterificacdo enzimatica pode ser observada.
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Figura 12 — Mecanismo proposto para a reacdo de hidrdlise de éster catalisado por lipase

Fonte: (CYGLER et al., 1994, p. 3182).

As vantagens apresentadas pelas reacdes de hidrolise e esterificacdo enzimatica em
relacdo as hidrolises quimica correspondem, respectivamente, a atuagdo das enzimas em uma
faixa de temperatura mais baixa, reduzindo custos energeticos e possivel degradacdo de
produtos. Além disso, as enzimas utilizadas sdo biodegradaveis, sendo menos poluentes se
comparadas aos catalisadores quimicos. Entretanto, também existem desvantagens, como o
tempo de reacdo ser mais longo e o elevado custo dos biocatalisadores (CAVALCANTI-
OLIVEIRA et al., 2010).
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4.6.2 Meétodos para imobilizacdo de lipases

O grande problema na utilizacdo de biocatalisadores na sua forma livre em reacdes esta
na instabilidade que estes possam apresentar em solucdo bem como sua reutilizacdo. A
imobilizacdo enzimética surge como uma solucdo para tal problema, sendo esta uma técnica
que mantém o biocatalisador fisicamente localizado ou confinado, retendo sua atividade
catalitica, em regides especificas de seu suporte, podendo o biocatalisador ser ainda reutilizado
apresentando estabilidade operacional e durabilidade. N&o existe uma técnica de imobilizacado
ou suporte ideal para todos os processos enzimaticos, devido a grande especificidade das
reacOes enzimaticas. A escolha do método de imobilizacdo e do tipo de suporte dependera das
caracteristicas peculiares da enzima e das condi¢des de uso da enzima imobilizada (MENDES
etal., 2013).

Segundo Dizge e seus colaboradores (2009), as propriedades dos biocatalisadores,
atividade e difusdo, sdo influenciadas fortemente pela estratégia de imobilizacdo utilizada. A
diminuicdo da atividade, bem como limitacdes na difusdo estdo geralmente ligadas com o
método de imobilizacdo e com o material de suporte utilizado, sendo que este Gltimo
desempenha um papel muito importante na utilidade de uma enzima imobilizada. Segundo
Avrica e seus colaboradores (2000), os materiais suportes devem ser de baixo custo e fornecer
uma éarea superficial grande e adequada, juntamente com o menor limite de difusdo no
transporte de substrato e produto para a ocorréncias das rea¢fes enzimaticas.

Em 1916, Nelson e Griffin realizaram o primeiro estudo com imobilizacdes de enzimas
relatado, em que observaram que a lipase invertase utilizada na absorcdo em carvao ativado
manteve sua atividade e ndo era dessorvida mesmo com as lavagens.

Uma vez imobilizada, a enzima que antes era considerada como um catalisador soltvel
apresenta caracteristicas vantajosas dos catalisadores heterogéneos, tais como sua facilidade de
separagdo do meio reacional, da possibilidade na modulacdo de suas propriedades cataliticas e
estabilizacdo de sua estrutura tridimensional, da prevencdo de contamina¢des microbianas e
como mencionado anteriormente a possibilidade de sua reutilizagdo (MATEO et al., 2007).

Os métodos mais comumente utilizados para imobilizacdo das lipases em diferentes

suportes de natureza organica e inorganicas estao representados na Figura 13.
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Figura 13 — Diferentes métodos de imobilizagdo de enzimas
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Fonte: (SANKARAN et al., 2016, p. 903).

A adsorcdo fisica, Figura 13 (a), é a técnica mais antiga e comumente utilizada para
imobilizacdo de lipases, sendo conhecida como uma técnica reversivel em que a lipase é
adsorvida para um material suporte através de interacGes ndo covalentes como adsorcdo fisica,
por exemplo, for¢as de Van der Waals, interagdes hidrofilicas e ligagdes de hidrogénio (AL-
ZUHAIR et al., 2007). Segundo Sankaran e seus colaboradores (2016), a adsorcéo fisica € o
método mais utilizado para imobilizacdo de enzimas utilizadas na sintese de biodiesel pois
opera de forma direta e apresenta grande atividade enzimaética. Entretanto, o principal revés
apresentado € a lixiviacdo da enzima quando usada repetidamente o que causa diminuicdo na
atividade desta.

A ligacdo covalente, Figura 13 (b), é o processo em que a enzima € vinculada ao suporte
através dos grupos funcionais presentes na superficie da enzima por ligacdo covalente (POPPE
et al., 2015). A forca desta ligacdo é elevada o que proporciona grande rigidez a estrutura da
enzima podendo manté-la inalterada perante agentes desnaturantes como temperatura e pH e
extremos, solventes organicos e outros (SANKARAN et al., 2016). Segundo Souza e seus
colaboradores (2017), esta técnica representa 0 método mais efetivo em termos de estabilizacao

térmica e operacional das enzimas dentre os metodos de imobilizag&o disponiveis.
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As técnicas de encapsulamento e confinamento envolvem polimerizacéo in situ de uma
matriz porosa em torno dos biocatalisadores a serem imobilizados, podendo a fixacao da lipase
ser feita por ligacdo covalente ou ndo (SOUZA et al., 2017). Na imobilizacdo por
encapsulamento, Figura 13 (d), as enzimas sao capturadas em gel polimérico como migangas e
capsulas, em que somente pequenas moléculas sdo capazes de difundir através de sua membrana
permeavel, enquanto na imobilizagdo via aprisionamento, Figura 13 (c), a enzima é aprisionada
dentro de uma matriz polimérica que permite a passagem do substrato e produto (SANKARAN
et al., 2016). Segundo Sankaran e seus colaboradores (2016), em comparacdo com a técnica de
imobilizacéo por adsorcdo, o0 metodo de confinamento resulta em uma lipase imobilizada mais
estavel facilitando a recuperacdo e reuso durante processos continuos, sendo sua principal
desvantagem a limitacdo de transferéncia de massa e vazamento de enzima, 0 que na técnica
por encapsulamento é evitado resultando em um aumento na transferéncia de massa.

A técnica por reticulacdo, Figura 13 (e), envolve formacBes de reticulos
intermoleculares pela adicdo de bi ou multifuncionais cristais de enzimas reticuladas (cross-
linked enzyme crystals — CLECs) sem a presenca de suporte especifico (SOUZA et al., 2017).
Segundo Souza e seus colaboradores (2017), apos a reticulagdo os CLECs apresentam maior
estabilidade mecéanica e térmica, por apresentarem ligacOes cruzadas em toda sua estrutura
tridimensional, e sdo insollveis em solucbes tampdo e com solventes organicos, 0 que permite
sua aplicacdo em diferentes meios reacionais sem perdas significativas de atividade catalitica,
podendo também serem recuperados e reutilizados.

Estudos sobre diferentes métodos de imobilizacdo e diferentes suportes utilizados
podem ser encontrados na literatura, como por exemplo, a imobiliza¢do pelo método de ligacdo
covalente, utilizando benoite modificado como suporte, realizada por Ramos e seus
colaboradores (2014); bem como, 0 método de aprisionamento, tendo alginato de sédio como
suporte, realizada, em 2012, por Kebabci e Cihangir; o método de encapsulacdo, com suporte
de silica mesoporosa, em 2012, por Hu e seus colaboradores; método de adsor¢do, com suporte
ABS, por Yan e seus colaboradores. (2013); método de adsorcéo fisica em suporte ecoldgico,
por Ramos e seus colaboradores (2015), entre outros. A producdo enzimatica de biodiesel
utilizando lipases imobilizadas com diferentes suportes e técnicas pode também ser encontrada

na literatura sendo estas representadas na Tabela 5.
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Meto_o!os . Trasnportador Lipase Mat_erla (%) Referéncias
de Imobilizacio -prima
Pano de carvao Candida Oleo de NARANJO et
granulado ativo antarctica B Palma 100 al., 2010
(ACG-E) B
Resina acrilica Candida Oleo de 99 OGNJANOVIC
Adsorgéo antarcticaB | Girassol etal., 2009
Polioronileno Pseudomonas | Oleo de 59 SALIS et al.,
prop fluorescens Soja 2008
. Pseudomonas | Oleo de SAKAI et al.,
Poliacrilonitrilo . 80
cepacia Colza 2010
Resinas Thermomyces )
lanuginosus e | Oleo de MENDES et al.,
(Toyopearl AF- 100
) Pseudomonas Palma 2011
amino- 650M)
fluorescens
Micanga
LigacOes poliacrilica .
Covalente (Macroporosa | Steapsin Lipase O_Ieo de 94 DHAKE etal.,
Girassol 2012
Immobead-350)
Microesferas de Oleo de
quitosana Candida rugosa Soia 87 | XlE etal., 2012
magnética )
Enzimas )
Reticulacio reticuladas Photobacterium | Oleo de 64 HAN et al.,
¢ agregadas lipolyticum Olivia 2011
(CLEAS)
Sol-gel Pseudomonas | Oleo de _ | NOUREDDINI
hidrofobico cepacia ) Soja et al., 2005
Confinamento . Oleo da
Silica Steansin Lipase semente 08 KATIYAR et
P P de al., 2015
algoddo
Biopolimero K- | Burkholderia | 10, g JEGANNATHAN
carrageenan cepacia Palma 100 etal., 2010
(Lipase PS) ’
Encapsulamento Burkholderia | Oleo da
Aerogel de cepacia e semente 56 ORCAIRE et
silica Candida de al., 2006
antartica girassol

Fonte: Do Autor.
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5 METODOLOGIA
5.1 MATERIAIS

A lipase de Geotrichum candidum (NRRL Y-552) foi produzida por fermentacao
submersa no laboratério de Bioprocessos (BioPRO) da UNIFAL/MG. Também foram
utilizadas as lipases comerciais de Pseudomonas fluorescens, Thermomyces lanuginosus e
lipase pancreatica de suinos adquiridas da Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). O suporte
polimetacrilato (PMA — area superficial e diametro de poro de aproximadamente 500 m2/g e
170 A, respectivamente), comercializado como Diaion® HP-2MG, e o estireno-divinilbenzeno
(EDB - éarea superficial e diametro de poro de aproximadamente 500 m2/g e 260 A,
respectivamente), comercializado como Diaion® HP-20, foram adquiridos de Supelco
(Bellefonte, PA, EUA). O suporte polipropileno (com tamanho de particula menor que 1000
pm) comercializado como Accurel MP1001 foi adquirido da Membrana (Wuppertal,
Alemanha).

A goma arabica foi adquirida da Synth (S&o Paulo, Brasil) e 0 azeite de oliva Carbonel
foi adquirido em mercado local. Todos os demais reagentes utilizados para este trabalho foram

de grau analitico.

5.2 CARACTERIZACAO DO OLEO DE FRITURA

O oleo de fritura residual foi coletado do restaurante universitario da Universidade
Federal de Alfenas — UNIFAL/MG campus sede de Alfenas. O oleo foi filtrado em papel de
filtro para retirada das impurezas sélidas, decorrentes do processo de fritura de alimentos e
armazenado sob refrigeracao (4°C).

Antes de ser utilizado para a producdo do biodiesel via hidroesterificacdo, o 6leo de
fritura passou por uma serie de andlises fisico-quimicas utilizando métodos especificos,
caracterizando-o quanto a densidade relativa, indice de perdxido, indice de saponificagéo,
indice de acidez total, indice de iodo, teor de umidade, teor de acidos graxos livres e
viscosidade.

Todas as analises foram realizadas em triplicata e os procedimentos utilizados foram
baseados na metodologia oficial da “American Oil Chemist’s Society” — AOCS (AOCS)
publicados pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL). A descricdo de todos os procedimentos se encontra

no Apéndice desta dissertacao.
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5.3 PRODUCAO DA LIPASE DE Geotrichum candidum (LGC)

A LGC foi produzida segundo a técnica descrita por Castro e seus colaboradores (2016).
A lipase foi aplicada na sua forma livre e sem purificacdo na etapa de hidrolise do 6leo de soja
residual, dentro do processo de hidroesterificagdo. A LGC, purificada e imobilizada em
diferentes suportes, também foi utilizada no estudo preliminar de esterificacdo para a producao

de oleato de etila (ver item 5.4 Selecdo de enzimas para a etapa de esterificacdo).

5.3.1 Meios de manutencédo e de reativagédo

A cepa de Geotrichum candidum foi mantida, na temperatura de 5 °C, em meio de
manutencdo (Malte Extract Agar - MEA), o qual era constituido por 2% (m/v) de extrato de
malte, 0,5% (m/v) de peptona de caseina e 1,5% (m/v) de &gar. Para sua reativacdo o micro-
organismo foi repicado do MEA e plagueado em meio de cultura contendo 6,5 % (m/v)
Sabouraud destrose agar (SDA) e incubado a 30 °C por 48 h. Ap6s o crescimento do fungo,

colénias de diametro aproximado de 5 mm foram utilizadas para a producéo do meio de in6culo.

5.3.2 Inoculagéo e fermentagdo submersa

O meio de in6culo foi constituido por fontes de nitrogénio, carbono, sais inorganicos e
um indutor de lipase. A composicao utilizada foi a seguinte: peptona de caseina (2%), extrato
de levedura (0,1%), nitrato de sédio (NaNOz 0,05%), sulfato de magneésio heptahidratado
(MgS04.7H20 0,05%) e 6leo de algoddo (1%). Apds o preparo do meio de cultura este foi
autoclavado por 15 min a 120 °C. Uma col6nia de diametro de 5 mm foi retirada da placa de
reativacdo e introduzido no meio de indculo, que foi incubado em shaker a 30 °C e agitacéo
constante de 250 rpm, por um periodo de 24 h.

No processo de producéo da lipase por meio de fermentacao submersa o meio de cultivo
foi composto por 2% de peptona (m/v), 1,5% de 6leo de algoddo (v/v), 0,1% de extrato de
levedura (m/v), 0,05% (m/v) MgSO4 e 0,05% (m/v) de NaNOz Foram utilizados frascos de
Erlenmeyers de 1000 mL, e 10% de sua capacidade total foi preenchida sendo adicionado 90
mL de meio de cultivo e 10 mL de inoculo. Os Erlenmeyers foram colocados em incubadora
de piso (shaker) a temperatura de 30 °C e agitacdo constante de 250 rpm, por um periodo de 48
h (CASTRO et al., 2016). Ap6s o periodo de 48 h, os meios fermentados foram filtrados a
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vacuo, com papel de filtro e o sobrenadante resultante foi utilizado como extrato enzimatico

bruto. O filtrado contendo a LGC (22,9 1U/ml) foi utilizado para os estudos subsequentes.

5.3.3 Purificacdo da LGC produzida

O caldo de fermentagéo, previamente filtrado, foi concentrado em liofilizador e em
seguida a lipase foi precipitada utilizando-se acetona a 8°C, na proporcdo de 1:2 (v/v) de extrato
enzimatico bruto:acetona. Apés a adicdo da acetona, o sistema foi agitado por trés minutos em
vortex e centrifugado por 20 minutos a 3000 rpm, para a separacdo das fases.

Ap0s a centrifugacdo, o sobrenadante foi separado do precipitado e uma segunda etapa
de precipitacdo foi realizada. O sobrenadante foi colocado em contato com uma nova fase
solvente na proporcdo de 1:1 (v/v) (sobrenadante:acetona). Em uma terceira etapa de
precipitacdo, foi adicionado 100 mL de acetona ao sobrenadante resultante da segunda etapa de
precipitacdo (FERREIRA et al., 2018). O precipitado, obtido nas trés etapas de precipitacao,
foi reunido, ressuspendido em 5 mM de tampéo fosfato de sédio, pH 7, submetido a analise de

atividade hidrolitica e de proteina, e utilizado na etapa de imobilizacao, descrito na se¢do 5.3.3.

5.4 SELECAO DE LIPASES PARA A ETAPA DE ESTERIFICACAO

Nesta etapa, a LGC, produzida via fermentacdo submersa e previamente purificada, e as
lipases comerciais de Pseudomonas fluorescens (LPF), Thermomyces lanuginosus (LTL) e
pancreatica de suinos (LPS) foram imobilizadas em diferentes suportes; polimeacrilato (PMA),
estireno-divinilbenzeno (EDB) e polipropileno (PPS). O objetivo destes ensaios foi verificar
qual derivado seria mais apropriado para ser empregado na etapa de esterificacdo do processo
de hidroesterificacdo. Dessa forma, os derivados obtidos foram aplicados na sintese do oleato
de etila via esterificacdo em meio organico (hexano). O derivado que apresentou melhor
desempenho nesta reacdo foi selecionado para ser aplicado posteriormente na reacdo de
esterificacdo dos acidos graxos hidrolisados, obtidos do 6leo de soja residual, na etapa de

hidroélise.
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5.4.1 Procedimentos de imobilizagéo

As lipases Pseudomonas fluorescens, Thermomyces lanuginosus e pancreéatica foram re-
suspendidas em tampdo fosfato de sddio (5 mM), pH 7, e imobilizadas via adsorcéo fisica,
sendo utilizado 30 mg de proteina por 1g de suporte para cada um dos suportes (PMA, EDB e
PPS) (BASSI et al. 2016). Para a lipase de Geotrichum candidum, foi utilizado 10 mg de
proteina por g de cada suporte (FERREIRA et al. 2018).

Visando a retirada do ar dos poros dos suportes hidrofobicos, para que pudesse ocorrer
0 seu preenchimento com a solucao aquosa contendo a lipase, uma etapa anterior a imobilizacdo
foi realizada. Assim, o suporte (1 g) foi incubado em 10 mL de etanol (95%, m/m) e agitado
suavemente por 30 min. Em seguida foi filtrado e lavado com &gua destilada para a remocao
do excesso de etanol. Somente ap6s essa etapa € que 0s mesmos foram incubados em agitacao
(150 rpm), com a solucéo de lipase em tampéo fosfato para a imobilizagdo da enzima, durante
12 h a temperatura ambiente. Apo6s esse tempo o derivado foi filtrado e lavado com &gua
destilada. As analises de atividade e de proteina foram realizas para as solucdes iniciais e finais
resultantes da imobilizacao e ainda para o derivado foi realizada analise de atividade. Todos 0s

ensaios foram realizados em triplicata.

5.4.2 Ensaios prévios para a esterificacdo enzimatica

Os derivados obtidos na imobilizacdo das enzimas LGC, LTL, LPF e LPS em diferentes
suportes hidrofoébicos (PMA, EDB, PPS) foram aplicados na sintese do oleato de etila via
esterificagdo em meio organico.

O substrato foi preparado utilizando-se 100 mM de alcool etilico e 100 mM de acido
oleico, ou seja, na proporcdo equimolar (1: 1). O solvente organico, hexano, foi adicionado, na
quantidade adequada, para completar o volume em 10 mL.

A mistura reacional (10 mL) foi transferida para um frasco de vidro de 100 mL com
tampa e incubada a 40°C sob agitacdo de 200 rpm. Os biocatalisadores foram adicionados as
misturas de reacdo na proporcdo de 10% do meio reacional. Ap6s 150 min de incubagdo, a
conversdo foi calculada medindo-se a concentracdo de acido oleico residual na mistura
reacional. As amostras foram retiradas, diluidas em 10 mL de uma mistura de etanol/acetona
1:1 (v/v) e tituladas com uma solucdo padrdo de NaOH 20 mM, usando fenolftaleina como

indicador. Todos os experimentos foram realizados em triplicata. As reagcdes em branco foram
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realizadas adicionando-se o suporte na mistura de reacdo e nenhuma converséo foi observada

apos 2 h de incubagdo.
5.4.3 Calculo dos parametros de imobilizacéo

O rendimento de imobilizacao (RI) foi calculado pela equacéo 1:

Cty — Ct
RI(%) = ———2x 100 (1)
Ct,
em que:
Ct, = atividade hidrolitica do sobrenadante antes da imobilizacao;

Ct, = atividade hidrolitica do sobrenadante apds a imobilizac&o.

A atividade desaparecida (AD) foi determinada pela diferenca entre Cto e Cta (equacgéo
2).
AD = AH-AO )

em que:
AH = atividade hidrolitica do derivado;

AO = a atividade oferecida.

A atividade recuperada (AR), que representa a porcentagem de atividade hidrolitica
avaliada para o derivado em razdo da atividade desaparecida, foi determinada de acordo com a
equacdo 3 (RAMOS et al., 2015).

AH
AR(%) = o5 X 100, 3
em que:

AD = a atividade desaparecida.

A proteina imobilizada (PI) foi determinada pela equacdo 4:

Venz X (CO - Cf)

PI (mg/g) = 24— @

em que:

C, = concentragdo inicial de proteina antes da imobilizacéo;
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C, = concentracdo final de proteina ap6s a imobilizacéo;
Venz = volume da solugéo de enzima (mL);

ms = massa do suporte (g).

5.5 CARACTERIZACAO DA LIPASE DE Pseudomonas fluorescens

Para os ensaios de caracterizacao da lipase de Pseudomonas fluorescens foram utilizado
2 mg de proteina por 1g de suporte estireno-divinilbenzeno (EDB) para evitar problemas
difusionais. As andlises de atividade foram realizadas de acordo com item 5.6.1 (Determinacéo

da atividade hidrolitica).

5.5.1 Imobilizacéo da LPF

A adsorcdo da LPF em particulas de EDB via ativacdo interfacial foi realizada de acordo
com a metodologia descrita por Alves e seus colaboradores (2017). O suporte (1 g) foi incubado
em 20 mL de solucgéo de etanol (95%) sob agitacdo (200 rpm) por 30 min. Em seguida, o suporte
foi filtrado em um funil de Buchner sob vacuo e completamente lavado com agua destilada para
remover a solucdo alcoolica residual. O suporte imido foi incubado em 19 mL de solucéo
enzimatica contendo a LPF em pH 7,0 (fosfato de sédio tamponado 5 mM) contendo 2 mg de
proteina. A suspensdo foi mantida sob agitacdo (200 rpm) em agitador orbital a temperatura
ambiente por 6 h. O biocatalisador preparado foi filtrado a vacuo, lavado com agua destilada e
armazenado a 4° C por 24 h antes de sua utilizacdo. Em todos os ensaios de caracterizacdo,
realizados para a LPF, foi utilizado o biocatalisador preparado em baixo carregamento (2mg/g

de suporte) de modo a se evitar problemas difusionais.

5.5.2 Efeito do pH e da Temperatura

Para a determinacéo da influéncia do pH na atividade da lipase livre e imobilizada em
EDB, variou-se o pH do tampdo utilizado na anélise de atividade. Os tamp®es utilizados foram
carbonato de sédio (pH 9), fosfato de sédio (pH 6, 7 e 8) e acetato de sodio (pH 5), todos a 100
mM. As analises foram realizadas utilizando-se o 6leo de oliva e temperatura de 37 °C.

O efeito da temperatura para a atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada foi

avaliado variando-se a temperatura no intervalo de 25 a 55 °C para a enzima livre e imobilizada.
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As analises foram realizadas utilizando-se o 6leo de oliva e 100 mM tampéo fosfato de sédio a
pH 7,0.

5.5.3 Efeito do substrato e determinacdo dos parametros cinéticos

Os pardmetros cinéticos (Km e vmax) foram determinados a partir do ajuste dos dados
experimentais ao modelo de Michaelis-Menten, em que € necessario o calculo das atividades
das reacdes, utilizando-se a enzima livre e imobilizada, versus as diferentes concentracdes do
substrato empregado (6leo de oliva). Foram utilizadas as concentra¢des de substrato de 2,5, 10,
15, 20, 30, 40 e 50% (m/m) e a analise da atividade hidrolitica.

A partir dos parametros encontrados Km, Vmax € Kcat/Km, utilizou-se respectivamente as
equagdes 5, 6, 7 e 8 para a determinagdo de Kca, a energia livre de Gibbs requerida para a
formagdo do complexo ES (AGg_g) e a energia livre de Gibbs requerida para a liberagdo do
produto formado (AGg_1) (SALEEM et al., 2005).

V (Km +[SD)
Viax = TT (5)
V <
Keat = [r];:l:]xl (6)
. 1
AGE—S = —RT X In K_, (7)
m
K
AGj_r = —RT X In Kcat, (8)
m

em que:
V = velocidade de reacdo (iumol de substrato/min de reacdo);
Vimax— velocidade de reagdo maxima (umol de substrato/min de reacao);
[S] = concentracdo do substrato (mM);
K= constante de Michaelis-Menten (mM);
[Et] = concentracéo total de lipase (umol/mL);
R = constante universal dos gases (8,314 x 10 kl/mol.K);

T = temperatura absoluta (K).
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Além dos pardmetros cinéticos a energia de ativacdo (Ea) da enzima foi determinada através do
ajuste dos dados experimentais e da equacdo de Arrhenius.

Ea 1
= —— X — 9
In AH o T+1nA 9)

em que:
AH = atividade hidrolitica (U/mL);
R = constante universal dos gases (8,314 x 10 kJ/mol.K);
T = temperatura (K);
A = fator de frequéncia.;

5.5.4 Efeito do carregamento de proteina

O efeito da quantidade de proteina imobilizada no suporte EDB também foi verificado.
A lipase foi imobilizada em diferentes carregamentos de 2 a 40 mg de proteina/g de suporte.
Os ensaios foram realizados a 25°C e foi utilizado o tampéo fosfato para pH 7 (5 mM) ao longo
de 12 h, sob agitacdo de 170 rpm.

Os dados experimentais obtidos para o equilibrio de adsorcdo foram ajustados ao
modelo isotérmico nado linear de Langmuir, equacédo 9.

— qmax X Ce
e K.+ C.’
em que:

(10)

q.= capacidade de adsor¢cdo em equilibrio (mg proteina/g suporte);

C.= massa residual de proteina em volume unitario da solucéo de lipase (mg proteina/
mL);

Jmax= Capacidade maxima de adsorcao (mg proteina/g de suporte);

K= constante Langmuir relacionada com a energia de adsor¢do (mL/mg de proteina).

5.6 PRODUCAO DE BIODIESEL VIA HIDROESTERIFICACAO
5.6.1 Otimizacdo da hidrolise enziméatica em reator de tanque agitado

Foram utilizados sistemas de 50 g compostos por 6leo de soja residual, extrato bruto
enzimético contendo a LGC e &gua destilada. As reagdes ocorreram a 40°C, pressdo

atmosférica, 1000 rpm por um periodo 40 min. A composicao destes sistemas foi determinada
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de acordo com um delineamento composto central rotacional (DCCR) para duas variaveis:
fracdo de 6leo residual no sistema, dado pela porcentagem da razéo da massa de dleo residual
e a massa total do sistema (% m/m) e concentracdo da LGC (U/g de sistema). Como variavel
resposta ao planejamento foi calculada a porcentagem de acidos graxos livres obtidos para o

tempo de reacdo de 40 min. Na Tabela 6 encontram-se os niveis utilizados para o planejamento.

Tabela 6 — Niveis para as variadveis do DCCR: fracdo de 6leo residual no sistema e concentracdo de lipase

Niveis
Variaveis
-1,41 -1 0 1 1,41
X1 Fracéo de 6leo residual (% m/m) 15,9 20 30 40 44,1
X2 Conc. de lipase (U/g de sistema) 1,75 22 33 44 4,85

Fonte: Do Autor.

Aliquotas de 1 g foram retiradas apés 40 min de reacdo. Essas aliquotas foram
transferidas para frascos Erlenmeyers contendo 10 mL de solucdo alcool-acetona (1:1 v/v), 3
gotas de fenolftleina e tituladas com solucdo de NaOH 20 M, previamente padronizado. O
mesmo procedimento foi utilizado para preparo do branco, porém a adi¢do de meio de cultivo
foi utilizada no lugar do extrato enzimatico. Com os dados obtidos da titulacdo da amostra e do
branco, e o auxilio da equacdo 15 (ROONEY; WEATHERLEY, 2001), a porcentagem

hidrolisada do 6leo de fritura pode ser calculada.

V, X 1073 x M x MM
Hidrélise (%) = —=221 T NaOH % 100 (11)

em que:

V = volume de solucgéo de hidréxido de sédio (mL) necessario durante a titulagéo;

M = concentracdo de NaOH (20 mM);

MM = massa molecular média de &cidos graxos para o 6leo de soja em g/mol (278,6
g/mol);

A = massa da amostra (Q);

f = fracdo de 6leo no inicio da reacéo.
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O planejamento foi validado em uma das melhores condig¢des obtidas, com a execugao
de um ensaio em triplicata. Neste ensaio ainda foi realizado o0 acompanhamento da reacéo de

hidrolise com o tempo.

5.6.2 Esterificacdo enzimatica

Os acidos graxos oriundos do 0leo residual de fritura, obtidos pela etapa de hidrélise
foram utilizados para a etapa de esterificacdo. A mistura resultante da hidrolise foi lavada com
agua destilada (cinco vezes), para a separacdao da fase pesada (glicerol, monoglicerideos e
diglicerideos) da fase leve (acidos graxos livres). A fase leve ainda foi seca com adigdo de
sulfato de sddio anidro.

Os acidos graxos purificados e secos, foram adicionados em trés concentracGes molares
diferentes para a reacao de esterificacdo (100 mM, 500 mM e 1000 mM). O &lcool etilico anidro
foi utilizado na proporc¢édo equimolar para todas as reagdes. O solvente organico, hexano, foi
adicionado, na quantidade adequada, para completar o volume em 10 mL. A lipase de
Pseudomonas fluorescens imobilizada em EDB (40 mg/g de suporte) foi utilizada na proporcao
de 10% de mistura reacional, para todas as reagoes.

A mistura reacional (10 mL), juntamente com o biocatalisador, foi transferida para um
frasco de vidro com tampa de 100 mL e incubada a 40°C sob agitacdo de 200 rpm.

As amostras foram retiradas apds os tempos de 1, 3 e 6 h de reacdo, diluidas em 10 mL
de uma mistura de etanol/acetona 1:1 (v/v) e tituladas com uma solucdo padrdo de NaOH 20
mM, usando fenolftaleina como indicador. Todos 0s experimentos foram realizados em
triplicata. As reacdes em branco foram realizadas adicionando-se o suporte na mistura de reagdo

e nenhuma conversdo foi observada ap6s 6 h de incubacéo.

5.6.2.1 Estabilidade operacional

A sintese do biodiesel foi realizada sob as melhores condigdes experimentais;
concentragdo molar de acidos graxos (1000 mM) e etanol na proporgdo estequiométrica em
meio contendo hexano a 40° C e 200 rpm de agitacdo, durante 3 h. A reacgéo foi catalisada pela
LPF imobilizada em EDB (40 mg/ g de suporte) na proporcdo de 10% do meio reacional (V =

10 mL). Foram utilizados seis ciclos sucessivos de 3 h cada um.
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Ao final de cada ciclo, o biocatalisador foi retirado da mistura reacional por filtracdo e
lavado com hexano para remover o0s reagentes ou as moléculas de produto retidas no
microambiente do biocatalisador. Apds esse procedimento o biocatalisador era reintroduzido

em uma nova reacao e assim sucessivamente até completar os seis ciclos.

5.7 METODOS ANALITICOS

5.7.1 Determinacdo da atividade hidrolitica

A determinacéo da atividade hidrolitica da LGC foi realizada pela hidrolise do dleo de
oliva em emulsdo pelo método adaptado de Soares e seus colaboradores (1999). O substrato foi
preparado pela mistura de 50 mL de éleo de oliva com 50 mL de solucédo de goma arabica a 7%
(m/v) como agente tensoativo (ALVES et al., 2016). Para as enzimas comerciais foi utilizado
25 g de bleo de oliva e 75 g de solugdo de goma arébica a 3% (m/v) como agente tensoativo. A
mistura reacional continha 5 mL de emulsdo, 4,9 mL de tampdo fosfato de sédio pH 7 (100
mM) e 0,1 mL de amostra contendo a lipase livre, ou 5mL de tampéo e 0,1 g para a lipase
imobilizada. A mistura foi incubada por 5 minutos, a uma temperatura de 37 °C e sob condi¢des
de agitacdo de 200 rpm em um agitador orbital. A reacdo foi interrompida adicionando-se 10
mL de alcool/acetona na propor¢do de 1:1. Os &cidos graxos liberados foram titulados com
solucdo de 20 mM de hidroxido de s6dio com a presenca de fenolftaleina como indicador. O
branco da reacao foi realizado adicionando-se 0,1 mL do meio de cultivo autoclavado utilizado
para a fermentacdo no caso LGC, ou 0,1 mL de tampéo fosfato pH 7,0 no caso das lipases
comerciais ou 0,1 g do suporte empregado para a imobilizacao.

Uma unidade internacional de atividade hidrolitica foi definida como a quantidade de
enzima requerida para liberar 1 umol de acido graxo livre por minuto sob as condig¢des
experimentais descritas acima. A equacdo 16 a seguir descreve a expressao para o calculo da

atividade hidrolitica da enzima em estudo.

(12)

)

o U (Va— Vb) x N x 103
Atividade (—) =
mL txVc

em que:
Va = volume médio (mL) gasto na titulacdo das amostras;

Vb = volume (mL) gasto na titulagdo do branco;
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V¢ = volume (mL) da amostra usada na reacao;
N = normalidade da solucéo de NaOH,;

t = tempo de reacdo (min).

5.7.2 Determinacdo da quantidade de proteina

A quantidade de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976) e foi utilizado

como padréo a proteina BSA (albumina sérica bovina).

5.7.3 Caracterizacdo do biodiesel produzido

O biodiesel produzido foi caraterizado através de cromatografia gasosa e outras analises
importantes como quantidades de glicerol livre, monoacilgecerol (MAG),diacilglicerol (DAG)
e triacilglecierol (TAG) e viscosidade.

A cromatografia gasosa foi usada para determinar a composicao e 0s constituintes do
biodiesel, sendo o cromatografo a gas da marca Shimadzu, modelo GCMS-QP2010 Plus
utilizado seguindo as normas ABNT NBR 15908, para determinacéo da glicerina total, que é a
soma da glicerina livre (0,02 %massa) € glicerina combinada (mono-, di- e triglicerideos), que
estabelece limite maximo de 0,25 %massa, € ABNT NBR 15764 para a determinacéo total de
ésteres estabelecendo teor minimo de 96,5 %massa (LOBO et al., 2009; ANP, 2014).

Para a viscosidade foi utilizado viscosimetro de marca Brookfield, modelo DV-I1+ Pro.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES
6.1 CARACTERIZACAO DO OLEO RESIDUAL DE FRITURA

Sabe-se que para a producéo de biodiesel ndo ha uma especificacao oficial para todas as
propriedades fisico-quimicas da matéria-prima a ser empregada. Entretanto, h& estudos que
relatam que dependendo da rota escolhida as propriedades fisico-quimicas da matéria-prima
podem influenciar no desempenho da(s) reacdo(0es), sendo portanto, muito importante sua
caracterizacdo (CANAKCI; SANLI, 2008; TALEBIAN-KIAKALAIEH et al.,, 2013;
VESCOVI et al., 2016)

As analises fisico-quimicas do 6leo de soja residual utilizado neste trabalho estdo
representadas na Tabela 10. As propriedades foram determinadas e comparadas com valores
encontrados na literatura e também com a normativa para o 6leo de soja refinado (comercial).

As propriedades fisico-quimicas encontradas para o 6leo de soja residual quando
comparadas ao Gleo de soja refinado (Tabela 7) apresentaram valores dentro dos padrdes

especificados, com excecdo do indice de acidez total e de saponificacéo.

Tabela 7 — Propriedades fisico-quimicas calculadas para o 6leo de soja residual e sua comparagdo com valores de
referéncia (6leo de soja comercial) e encontrados na literatura

. . Valores Valores Valores
Propriedade Avaliada obtido referéncia literatura

Indice de acidez total (mg/g) 0,69 +0,01 <0,5% 2,90P
indice de peréxido (meqg/Kg) 9,50 + 0,02 <10° 9,85"
Indice de saponificacdo (mgKOH/g) 155,50 + 8,26 189-195° 189,4°
Teor de acidos graxos livres (% mg/g) 0,35+ 0,01 <0,6¢ 0,79 + 0,25°
Teor de umidade (%) (25 ° C) 0,24 £0,01 - 0,10 £0,01°
Densidade (g/mL) (25° C) 0,92+ 0,00 0,922¢ 0,916f
Viscosidade (cP) (40 ° C) 23,51+0,11 - 23,49°

Nota: 2 ANP (2012); ® MORAIS (2012);  ANVISA (1999); Y MAPA (2006); ¢ TINTOR (2015); T SANTOS (2018)

Fonte: Do autor.

O indice de acidez total indica a deterioracdo do material lipidico em termos de rancidez
hidrolitica, sendo importante para a identificacdo da qualidade em que se encontra o 6leo
residual. Este parametro faz uma relacao direta entre a quantidade e variedade dos acidos graxos
oxidados ou hidrolisados, devido ao tempo de uso e a agdo do processo de fritura na amostra
analisada. Por esse motivo, valores diferentes aos obtidos para o 6leo refinado ja eram
esperados, pois para o 6leo residual houve a hidrolise dos triglicerideos durante o processo de

fritura, causando consequentemente um aumento do seu indice de acidez total.
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O valor encontrado para o indice de acidez total foi de 0,69 mg/g, sendo o valor do éleo
refinado de até 0,5 mg/g. A Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis, por
meio da Resolucdo ANP n° 14 de 11 de maio de 2012, estabelece que o teor de acidez maximo
ndo pode ultrapassar 0,5 mg de KOH/ g de biodiesel. Assim, matérias-primas com elevado
indice de acidez ndo sdo recomendadas para a producdo de biodiesel via transesterificacdo por
catalise alcalina, pois podem gerar um biodiesel com elevado indice de acidez, entretanto isso
ndo € um problema para a rota de hidroesterificacdo. Nesta rota duas reacdes sequenciais sao
empregadas o que torna possivel a utilizacdo de matérias-primas com elevado teor de acidez
(VESCOVI et al., 2016). Dessa forma, o valor do indice de acidez encontrado neste trabalho,
para o Oleo residual, ndo prejudicaré a qualidade do biodiesel final, pois 0 mesmo sera obtido
via hidroesterificacéo.

Para o indice de peroxido tem-se, segundo Malacrida e seu colaboradores (2003), que
para os 6leos seu valor ndo pode ultrapassar 10 meqg/kg para uso alimenticio, o que indica uma
baixa probabilidade de deterioracdo oxidativa, valor disciplinado também na Resolugdo RDC
n°482/99 pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria— ANVISA. Assim, o valor encontrado
neste trabalho para o indice de peroxido, de 9,50 meq/kg, estd abaixo do valor maximo
permitido, confirmando que o 6leo poder ser utilizado na producéo de biodiesel.

Os valores referentes ao indice de saponificacdo sdo estabelecidos pela ANVISA e
também na Resolu¢do RDC n° 482/99, numa faixa de 189 — 195 mg KOH/g para o 6leo de soja
refinado. O indice de saponificacdo é definido como o nimero de miligramas de hidréxido de
potassio (KOH) necessarios para saponificar os acidos graxos, resultantes da hidrolise de um
grama da amostra e, portanto, quanto mais alto for o indice de saponificacdo, melhor é a
qualidade do 6leo (MORETTO; FETT, 1998). O valor encontrado no 6leo residual utilizado foi
de 155,50 * 8,26 mg KOH/g, podendo inferir a um possivel estagio de degradacdo dos acidos
graxos presentes na amostra, decorrentes do processo de fritura, uma vez que o valor se encontra
abaixo do limite inferior disciplinado pela ANVISA para o 6leo de soja refinado.

Quanto ao teor de acidos graxos livres, o valor encontrado neste trabalho foi de 0,35 %
mg/g, o qual encontra-se dentro dos valores disciplinados pela Instrucdo Normativa MAPA n°
49, de 22 de dezembro de 2006 do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento —
MAPA, que para o 6leo de soja refinado de uso alimenticio determina valores entre 0,2 — 0,6
mg/g.

Dificuldades foram encontradas para se correlacionar valores e metodologias

encontradas na literatura a respeito do indice de acidez total e teor de acidos graxos livres, uma



57

vez que além de varios autores referenciarem estes como sindnimos, valores em porcentagem,
que sdo apenas comuns para teor de acidos graxos livres, foram encontrados para indices de
acidez. Tintor e seus colaboradores (2015) que utilizou 6leo residual de soja para a producgéo
de biodiesel via transesterificacdo enzimatica, reportou um valor de 0,79 mg/g para teor de
acidos graxos livres e 0,39 mg/g para o indice de acidez total.

As normas e legislacdes analisadas ndo apresentaram nenhuma descri¢do quanto ao teor
de umidade para o 6leo de soja refinado, entretanto, estudos relataram que altas taxas de
umidade podem reduzir o rendimento da producdo de biodiesel, principalmente via
transesterificagdo. Assim, um valor de 0,05 % para o teor de umidade é considerado um valor
aceitavel, podendo variar quanto ao do tipo de rota de producao (CAVALCANTE et al., 2010;
NAZ et al., 2004; CANAKCI et al., 2008).

Tintor e seus colaboradores (2015) reportaram um valor de umidade de 0,10 + 0,01 %,
enquanto que o valor encontrado para umidade neste trabalho foi de 0,24 + 0,01 %. Apesar
deste valor estar acima do valor aceitavel descrito em literatura para a produgéo de biodiesel,
que é de 0,05 % para o teor de umidade, é importante salientar que neste trabalho a rota
escolhida para a producao de biodiesel foi a rota de hidroesterificacdo com catalise enzimatica.
Dessa forma, a presenca de &gua no dleo residual na etapa de hidrélise ndo ira prejudicar a
catélise enzimatica, pois a reacdo ocorre na presenca de &gua. Entretanto, um alto teor de
unidade na matéria-prima para a producdo de biodiesel ndo € desejado na rota de
transesterificacdo, principalmente quando é utilizado o catalisador quimico alcalino, pois a
presenca de agua favorece a saponificacdo produzindo sabdes a partir da reacdo dos acidos
graxos livres com o catalisador (VESCOVI et al., 2016).

A densidade encontrada esta dentro dos valores especificados segundo a ANVISA, que
estabelece valor de 0,922 g/ml (25°C) para o 6leo de soja refinado, sendo o valor encontrado de
0,92 g/ml (25°C) (ANVISA, 1999). Assim, para o Gleo de soja residual, ndo foi verificado
nenhuma alteragcdo em relacdo densidade, quando comparado ao 6leo de soja refinado, mesmo
apos sua utilizagéo na fritura de alimentos.

Em relacdo a viscosidade, nas normas e legislacdes analisadas, ndo foram encontrados
nenhuma descricéo a este respeito, podendo entdo inferir que ndo ha especificacbes quanto a
viscosidade para 0leos e gorduras comercializados. Tintor e seus colaboradores (2015) fazem

referéncia a um valor muito proximo ao verificado (23,49 cP).
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6.2 PRODUCAO E PURIFICACAO DA LIPASE DE Geotrichum candidum (LGC) VIA
FERMENTAC}AO SUBMERSA

Ap0s as 48 horas de fermentacéo, o caldo foi filtrado a vacuo utilizando-se papel filtro
Whatman 41. O filtrado contendo a LGC (22,9 U/ml) foi utilizado para os estudos subsequentes.

Conforme relatado por Ramos e seus colaboradores (2015) a utilizacdo de um meio de
fermentagdo sintético, propiciou a producgdo pelo Geotrichum candidum de apenas uma Unica
proteina que corresponde a lipase de massa molecular aparente de 65 kDa, diminuindo dessa
forma a complexidade da etapa de purificacdo subsequente.

Dessa forma, na etapa de precipitacdo por solvente organico (que correspondem as trés
precipitacOes realizadas em sequéncia), somente a lipase produzida foi precipitada, sendo
obtida uma recuperacdo em torno de 90% da atividade inicial utilizada (FERREIRA et al.,
2018).

6.3 SELECAO DE LIPASES PARA A ETAPA DE ESTERIFICACAO

Estes ensaios foram destinados para a selecdo de um biocatalisador que apresentasse
uma boa taxa de conversdo dos acidos graxos livres em etil-ésteres, em um menor tempo de
reacdo. Assim, buscou-se utilizar uma alta carga enzimética no suporte para permitir uma
elevada atividade catalitica e, consequentemente, uma reacdo mais rapida (BLANCH;
CLARK, 1997).

Dessa forma, quatro diferentes tipos de lipases foram imobilizadas, via adsorcéo, em
trés suportes hidrofdbicos distintos. Os parametros de imobilizacdo obtidos para cada

biocatalisador estdo mostrados na tabela 8.



Tabela 8 — Pardmetros de imobilizagéo obtidos na imobilizacéo das diferentes lipases (LGC
suportes distintos (PMA, EDB e PPS)
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, LTL e LPS) em trés

. . RI2 PI° (mg/gde  AHC® (U/g de ARd
Biocatalisador (%) suporte) suporte) (%)
LGC-PMA 89,29 + 0,34 9,92 +1,09 12,24 + 1,59 1,96 £ 0,39
LGC-EDB 95,24 + 1,01 9,52 +0,01 8,30 + 1,07 1,19 £0,02
LGC-PPS 97,89 + 0,23 9,87+121 39,61 +1,32 5,78 + 0,07
LTL- PMA 93,70 £ 0,21 37,48+0,98 323,14 + 2,56 11,37 £ 0,07
LTL- EDB 95,23+ 0,14 38,10 £ 0,07 140,60 + 3,04 4,93 +0,01
LTL- PPS 90,05+ 0,76 36,02+0,52 338,20 +5,33 13,83 + 0,02
LPF- PMA 15,32 £ 0,03 16,24 £ 0,03 117,73 £ 2,77 10,34 £ 0,22
LPF- EDB 15,29 + 0,76 16,01 £ 0,12 108,18 + 9,71 5,23 £ 0,04
LPF- PPS 15,08 £ 0,59 14,97 £ 0,09 124,92 + 3,07 12,51 £0,21
LPS- PMA 85,98 + 0,55 41,82 + 2,68 7,89 £0,04 33,17+ 0,42
LPS- EDB 89,48 + 0,43 41,18 £ 4,17 23,18 £ 0,52 93,65+ 1,30
LPS- PPS 89,84+ 0,11 40,60 + 3,10 65,74 + 0,43 264,50 + 3,31

Nota: @ Rendimento de imobilizagdo; ® Proteina imobilizada; ¢ Atividade hidrolitica do derivado ¢ Atividade

recuperada.

Fonte: Do autor.

Para a lipase purificada de G. candidum foi oferecido uma carga de 10 mg de proteina,

que correspondeu a uma atividade inicial de 669,72 U/mL. Por ser uma lipase produzida,
existem algumas limitagdes no processo de obtencdo da mesma como a formacdo de
agreagados bimoleculares, que fizeram com que o valor de 10 mg de proteina fosse 0 méaximo
carregamento possivel de se obter para os ensaios de imobilizacdo executados.

Ja para as enzimas comerciais optou-se pelo carregamento de 40 mg de proteina, pois
na literatura esse valor é atribuido a saturacdo do suporte de PMA paraa LTL (37,5+ 0,4 mg/g
de PMA e 217,8 + 1,1 U/g) relatado por Bassi e seus colaboradores (2016). Como se desejava
a comparacao entre esses biocatalisadores, um mesmo valor de proteina a ser oferecida foi
adotado para todas as lipases comercias (40 mg de proteina), uma vez que para o suporte EDB
os valores de saturacdo do suporte reportados na literatura para a LTL sd@o bem mais elevados
(133,9 + 1,3 mg /g de EDB) (ALVEZ et al., 2017). O mesmo pode-se afirmar para a LPS
imobilizada em PMA (181,9 + 4,5 mg/ g de PMA) (BASSI et al., 2016). Para a enzima LPF
ndo foram encontradas citagfes em literatura da imobilizacdo desta enzima nos suportes
empregados.

O maior rendimento de imobilizag&o foi obtido para a LGC purificada (97,89 £ 0,23)
com o suporte polipropileno (PPS), sendo imobilizada 9,87 £ 1,21 mg de proteina por grama
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de suporte. Os demais suportes (EDB e PMA) também apresentaram um bom rendimento de
imobilizagdo para essa lipase. Entretanto, para a LGC a atividade hidrolitica para os derivados
obtidos foi baixa (8,30 + 1,07 a 39,61 £ 1,32), se comparada a atividade inicial oferecida
(669,72 U/mL). Consequentemente, os valores de atividade recuperada para essa lipase
também foram pequenos (1,19 + 0,02 a 5,78 + 0,07). Uma possivel explicacdo para esse
comportamento pode ser atribuida ao tipo de imobilizacéo realizado.

A adsorcao fisica em suporte hidrofébico (ativacao interfacial) normalmente fornece
uma hiperativacdo quando as lipases imobilizadas sdo comparadas com a sua forma livre
(BASTIDA et al., 1998). No entanto, esse efeito é fortemente reduzido quando séo utilizados
substratos ndo sollveis, como o 6leo de oliva para a determinagéo da atividade.

Pelo mecanismo de ativacdo interfacial em suportes hidrofobicos, o centro ativo da
lipase é orientado para a superficie do suporte. Se 0 espaco entre o suporte e o sitio ativo da
lipase é pequeno, pode-se ter uma baixa acessibilidade de substratos grandes como o0s
triglicerideos, ao sitio ativo da lipase, resultando em uma baixa atividade hidrolitica para o
derivado (FERREIRA et al., 2018).

A lipase de Thermomyces lanuginosus apresentou valores de imobilizacdo acima de
90% para todos os suportes empregados, e consequentemente quase toda a proteina oferecida
(40 mg) foi imobilizada. Este resultado esta de acordo com o reportado por Bassi et al (2016)
para 0 PMA e por Alves e seus colaboradores (2016) para o EDB.

A lipase de Pseudomonas fluorescens apresentou os menores valores de rendimento de
imobilizacdo dentre as lipases utilizadas. Uma possivel explicacdo para este comportamento é
o fato desta lipase ser vendida comercialmente junto com proteinas estabilizantes em sua
formulacdo, como por exemplo, albumina, que é usada para estabilizar solu¢cdes enzimaticas
(BLANCO et al., 2004). Esses outros componentes presentes poderiam estar competindo com
a lipase durante a imobilizacdo. Outra possivel explicacdo seria que, para a concentracdo
utilizada, a LPF estaria formando agregados bimoleculares, preferencialmente pelo sitio ativo,
impedindo que a lipase se ligasse ao suporte via ativacéo interfacial (PALOMO et al., 2003;
VESCOVI et al., 2017).

6.3.1 Ensaios prévios para a esterificagdo enzimatica

Todos os derivados obtidos foram empregados na sintese do oleato de etila. O éleo de

soja possui 24 % m/m de acido oleico em sua composi¢éo, além disso, o Brasil € um grande
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produtor de &lcool etilico. Por esse motivo essa reacdo foi escolhida como padrdo para
selecionar o melhor biocatalisador a ser empregado na etapa de esterificagdo, dentro da via de
producdo de biodiesel por hidroesterificacéo.

Na Tabela 9 encontram-se os resultados obtidos para a reacéo de esterificacdo entre o

acido oleico e o alcool etilico na razdo de 1:1 e 100 mM, ap6s 150 min de reacéo.

Tabela 9 — Resultados obtidos apds 150 min para a reacdo de esterificacdo do oleato de etila, utilizando os
derivados obtidos pela combinacdo das lipases (LGC, LTL e LPS) imobilizadas em trés suportes
distintos (PMA, EDB e PPS)

Biocatalisador Y2 (%) Biocatalisador Y2 (%)

LGC-PMA 20,44 + 0,65 LPF- PMA 41,30 +0,01
LGC-EDB 11,48 £ 0,10 LPF- EDB 70,31 + 0,96
LGC-PPS 13,87 + 0,37 LPF- PPS 68,94 + 0,32
LTL- PMA 65,53 + 0,55 LPS- PMA 3,07 +£0,06
LTL- EDB 62,46 + 0,28 LPS- EDB 0,00 +0,19
LTL- PPS 63,48 + 0,54 LPS- PPS 0,00 + 0,65

Nota: @ Porcentagem de conversdo e oleato de etila

Fonte: Do autor.

A LPF imobilizada em EDB foi o derivado que obteve a maior porcentagem de
conversao para a reacao de esterificacdo empregada, chegando a 70,31 + 0,96 % em apenas
150 min de reacdo. E importante destacar, que a LPF foi a enzima que apresentou o menor
rendimento de imobilizacdo dentre as lipases comerciais utilizadas, demostrando que a
imobilizacdo nos suportes selecionados propiciou que essa lipase fosse mais ativa para a
reacao de esterificacdo do que para a reacdo de hidroélise (determinagéo da atividade lipolitica).

O processo de imobilizacdo pode provocar alteragdes na atividade, especificidade ou
seletividade da lipase imobilizada. Estas alteracdes nas propriedades da enzima podem, ou
ndo, estarem associadas a mudancas na conformacdo de sua estrutura enzimatica. Algumas
vezes, estas alteracfes sdo positivas, como por exemplo, a estabilizacdo da forma ativa das
lipases imobilizadas em suportes hidrofobicos via ativagéo interfacial. Entretanto, nem sempre
as alteracOes resultardo em aspectos positivos e por esse motivo a prepara¢do de uma vasta
colecdo de biocatalisadores, ¢ uma boa estratégia para se encontrar um derivado adequado a
reacao em que se deseja aplicar a catalise enzimatica (MATEO et al., 2007; BARBOSA et al.,
2011; FERNANDEZ-LORENTE et al., 2007).

Assim, pelas razdes discutidas anteriormente a LPF imobilizada em EDB foi selecionada

para ser aplicada na etapa de esterificacdo para producdo do biodiesel utilizando 6leo de soja
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residual. Além disso, a imobilizacdo desta lipase em EDB ainda é inédita em literatura,
contribuindo também para sua escolha na continuidade deste trabalho

Dessa forma, foram realizados 0s ensaios de caracterizacdo do derivado, determinacéo
dos parametros cinéticos, estabilidade térmica e determinacdo dos parametros

termodinamicos.

6.4 CARACTERIZACAO DA LIPASE DE Pseudomonas fluorescens (LPF)
6.4.1 Imobilizacdo da LPF

A LPF foi imobilizada em estireno-divinilbenzeno (EDB) por adsor¢cdo em superficie
hidrofobica pelo mecanismo de ativacdo interfacial, utilizando-se baixo carregamento (2 mg/ ¢
de suporte), para evitar problemas difusionais.

O processo de imobilizagdo da LPF no suporte resultou em uma diminuicgéo da atividade
hidrolitica no sobrenadante (Figura 14). Ndo houve diminuicédo da atividade da LPF no controle
(solucdo enzimatica soltvel encubada). Dessa forma, pode-se afirmar que a diminuicdo da
atividade no sobrenadante pode ser atribuida a imobilizacdo da enzima por adsorcao fisica na
superficie de suporte.

Ap6s 4 h de incubacdo, a imobilizacdo da LPF em EDB atingiu o equilibrio com a
imobilizagdo de praticamente 100% da atividade oferecida. Este derivado foi utilizado para

todos os ensaios de caracterizacdo mostrados na Figura 14.

Figura 14 — Atividade hidrolitica relativa no sobrenadante resultante da imobilizacdo da LPF em EDB (e) a 25
°C, pH 7,0 (tampéo de fosfato de s6dio 5 mM), e na solugédo controle (0)
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Fonte: Do autor.
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6.4.2 Efeito do pH e da temperatura

O efeito do pH na atividade catalitica da LPF imobilizada em EDB foi determinado pela
hidrolise do 6leo de oliva em emulséo para o intervalo de pH variando de 4 a 9 (Figura 15.a).
Os resultados obtidos para a lipase imobilizada foram comparados com os resultados da LPF
livre.

Dentre os valores de pH avaliados, tanto a LPF imobilizada quanto a lipase livre,
apresentaram uma maior atividade hidrolitica para o pH 8, correspondendo a uma atividade de
150,9 e de 72,1 U/mL para LPF livre e imobilizada respectivamente. Assim, pode-se afirmar
que a imobilizacdo em EDB ndo alterou o pH da enzima livre. Este resultado corrobora com o
resultado relatado por Santos e seus colaboradores (2008), no qual foi descrito que a LPF livre
e a imobilizada em polisiloxano—polivinil alcool ativado com glutaraldeido, apresentaram um
mesmo pH 6timo de 8,3. Liu e seus colaboradores (2017) também relataram ser 8,0 o pH étimo
da lipase livre de Pseudomonas fluorescens.

Para toda a faixa de pH estudada, a excecdo do pH 7, a imobilizacdo da lipase
proporcionou uma melhor retencdo da sua atividade, quando comparada a lipase livre. Destaca-
se que para o pH 9, a LPF imobilizada manteve 50% de sua atividade méxima, (determinada
para o pH 6timo de 8), enquanto que para a enzima livre houve a perda de 75% de sua atividade.

O efeito da temperatura (faixa de 25 a 55°C) foi determinado para a atividade hidrolitica
da lipase livre e imobilizada (Figura 15.b). A maxima atividade hidrolitica tanto para a lipase
livre, quanto para a imobilizada, foi observada para a temperatura de 40°C, correspondendo a
uma atividade de 347,5 e a 92,8 U/mL para LPF livre e imobilizada respectivamente.
Entretanto, para temperaturas acima de 40°C os resultados obtidos demostraram que a
imobilizacdo auxiliou a LPF a manter a sua estabilidade, quando comparada a LPF livre (Figura
14.b).

Normalmente, quando as enzimas sdo imobilizadas, hd uma interacdo entre a enzima e
a superficie do suporte, que pode proporcionar uma conformacao mais rigida para a molécula
de proteina, resultando em uma forma globular mais estavel e ativa em temperaturas mais altas,
para este biocatalisador (VILLENEUVE et al., 2000).

Ainda, 0 aumento da temperatura de 25 para 40 °C propiciou um aumento dos valores
iniciais da velocidade de reagdo, devido a uma possivel diminuigcdo da viscosidade do meio
reacional e a uma maior frequéncia das colisdes entre a lipase e as moléculas de substrato

favorecendo a reacgdo de hidrolise do 6leo de oliva (GUO et al., 2006).
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Figura 15 — Efeito do pH e temperatura na atividade hidrolitica da LPF livre (*) e imobilizada (1) em EDB. (a)

pH (reacdes realizadas a 37°C); (b) Temperatura (reacdes realizadas em pH 7)
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Fonte: Do autor.

O célculo da energia aparente de ativacao (Ea), que é a energia requerida para a ativagdo

do complexo enzima substrato (ES) foi realizado para a enzima imobilizada, utilizando-se a

equacdo de Arrhenius, no intuito de se ter uma melhor avaliacdo da influéncia da temperatura

(Figura 16).

E possivel observar que acima do ponto de inflex&o da curva, houve um decréscimo das

atividades iniciais, devido a distorcdo e consequente inativacdo da LPF. O valor da energia

aparente de ativagdo (Ea) encontrado para a lipase imobilizada foi de 94,0 kJ.mol™, enquanto

que o valor para a energia de inativagdo foi de -12,4 kJ.mol™. Os valores da LPF imobilizada

ndo foram comparados com a lipase livre, pois a mesma se encontrava misturada com

estabilizantes que poderiam mascarar a influéncia do aumento de temperatura no calculo da

energia de ativacdo (BLANCO et al., 2004).
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Figura 16 — Determinacédo da energia de ativacdo, utilizando a equacéo de Arrhenius, para a LPF imobilizada. O
coeficiente de determinacéo (R?) para o ajuste foi acima de 0,94
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Fonte: Do autor.

6.4.3 Efeito do substrato e determinacdo dos parametros cinéticos

O modelo de cinética de Michaelis-Menten foi adotado para avalicdo da influéncia da
concentracdo de substrato (6leo de oliva), na atividade hidrolitica da LPF livre e imobilizada
(Figura 17). Elevados coeficiente de determinacéo tanto para a lipase livre (R?= 0,99), quanto
para a lipase imobilizada (R?= 0,97) foram obtidos para os pardmetros cinéticos como Vmax €
Km (Tabela 13) utilizando o software Origin pro 8.0. A quantidade de proteina utilizada tanto
para a LPF livre quanto para a imobilizada foi a mesma para todos os ensaios (0,2 mg de
proteina), visando garantir a comparacao dos resultados.

Na Tabela 10, observa-se que a quantidade de produto formado por minuto de reacéo
(Vmax) foi levemente maior para a lipase livre (136,65 U/mL) do que para lipase imobilizada
(128,06 U/mL). O valor de Km € determinado pela quantidade necesséaria de substrato para se
obter a metade da atividade maxima. Para a lipase livre foi obtido um valor de Km de 164,07
mmol/L, enquanto para a lipase imobilizada foi observado um valor de K de 325,15 mmol/L.
Os resultados obtidos indicaram que a imobilizacdo da LPF suporte EDB limitou levemente o
poder catalitico da lipase, provavelmente devido a conferencia de uma maior rigidez a enzima.
Comportamentos similares foram reportados para Santos e seus colaboradores (2008), para a

LPF imobilizada em polisiloxano—polivinil alcool modificado quimicamente.
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Figura 17 — Efeito da concentragdo de agidos graxos livres (AGL) para a LPF livre (*) e imobilizada em EDB ().
As reacOes foram realizadas a 45°C e pH 7, utilizando-se 6leo de oliva emulsificado como substrato
e incubadas em shaker orbital (200 rpm) por 5 min
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Fonte: Do autor.

Tabela 10 — Determinagéo dos parametros cinéticos e termodindmicos para a LPF livre e imobilizada em EDB em
reagdes de hidrélise utilizando 6leo de oliva emulsificado

Parametros
Enzima imobilizada Enzima livre

Vmax (U/m L) 128,06 136,65

Km (mmol/L) 325,15 164,07
Keat (Min') 22549,50 21132,01
Keat/ Km 137,44 64,99
1/Km 0,0031 0,0061
AGE_s (kJ/mmol) 13,15 14,91
AGEe_1 (kJ/mmol) -12,69 -10,76

Fonte: Do autor.

O numero maximo de reacgdes catalisadas por minuto e por sitio catalitico & dado por
keat. Os valores encontrado de kcat tanto para a lipase livre imobilizada foram muito similares
(Tabela 10).

A energia livre de Gibbs serve para determinar o grau de espontaneidade com que ocorre
a interagdo da enzima com o substrato, ou seja, na fase de afinidade (AGe-s). Quando os

resultados sdo positivos significa que essa interacdo ndo é espontanea e assim para que ocorra
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a formag&o do complexo enzima-substrato (ES) é necessario o fornecimento de energia para o
sistema, atraves do aumento de temperatura (SALEEM et al., 2005). Os resultados encontrados
tanto para a LPF livre quanto imobilizada foram positivos e muitos similares (14,91 e 13,15
kJ/mmol, respectivamente). Esses dados estdo de acordo com os resultados obtidos para a
temperatura 6tima, para os quais foi verificado que é necessario um incremento da temperatura
para que a reacdo atinja a maxima atividade hidrolitica tanto para a enzima livre quanto para a
imobilizada (em 40°C).

Quando a energia livre de Gibbs para a fase catalitica (AGg_1) € negativa significa que
esta reacao é espontanea na fase de liberagédo do produto, ou seja, 0 grau de desordem da reacao
estd aumentando, e a enzima esté liberando para o sistema uma parte da energia recebida na
fase de afinidade. Tanto para a LPF livre quanto para a imobilizada foram observadas energias
negativas (AGe-1) sendo que para o derivado o valor encontrado de AGe.t foi de -12,69kJ/mol,
e paraa lipase livre foi de -10,76 kJ/mol, demostrando, assim, que a fase de liberacédo do produto
formado foi espontanea.

6.4.4 Efeito do carregamento da proteina

Para se avaliar a influéncia da carga enzimatica sobre as propriedades cataliticas dos
biocatalisadores preparados por imobilizacdo da LPF em EDB, foi oferecida uma concentracéo
de proteinas que variou de 2 a 40 mg de proteina por grama de suporte. Na Tabela 11 encontram-
se os resultados da influéncia do carregamento de proteina nos parametros de imobilizacéo.
Foram observadas a imobilizacdo de 2,0 a 11,7 mg/g de suporte e atividades hidroliticas de 71,8
+2,4a398,8 £2,5 U/ g de suporte para os derivados (Tabela 11). As imobiliza¢6es ocorreram
a 25°C, pH 7,0 a baixa forca i6nica (5 mM) e a 12 h, que correspondeu ao tempo necessario

para se atingir o estado de equilibrio para todos os ensaios.
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Tabela 11 — Influéncia do carregamento inicial de proteina nas propriedades cataliticas da LPF imobilizada em

EDB
Carregamento
g AH (U/g
de proteina o Pl (mg/g de AR
o nde.  AO(UmML) AD(UML) RI(%) (TN de o)
suporte)
suporte)
20 1490,1 + 69,7 1428’71 f 1000+£00 20+00  718+24 4681“:
5.0 37252 + 982 32853’3 T 860+12 43402 1274+40 369;
100 74503 + 91.9 5387539611 722423 72401 152.6+27 2683“:
111755+  6906.4 + 361+
150 o e 61819 93305 252051
8627 4+ 44+
20,0 1490065221 *S009F  579%02 1L1x02 378709
22350, + 8918.0+ 45+
30,0 o g 399%07 117201 3%88%25
208012+ 84933+ 30+
40,0 Sro'e bty 285%10 114303 3289%25 o

AO = Atividade oferecida; AD = Atividade desaparecida; Rl = Rendimento de imobiliza¢do; PI = Concentracao
de proteina, imobilizada; AH = Atividade hidrolitica; AR = Atividade recuperada.

Fonte: Do autor.

A isoterma de adsorcédo, determinada a partir do ajuste dos dados experimentais para o

modelo de Langmuir (Figura 18), foi utilizada para avaliar a capacidade de adsor¢ao do suporte

empregado (EDB). No gréfico foi plotado a atividade desaparecida versus a atividade do

sobrenadante no equilibrio. O ajuste dos dados apresentou um bom coeficiente de determinacéo

(0,95) e foi obtida uma méaxima atividade desaparecida de 9420,54 (U/mL) na qual faz-se a

correspondéncia com a maxima capacidade de adsorc¢do do suporte (gmqx)- Assim, na Tabela

11 o valor de atividade desaparecida que mais se aproximou do obtido pelo gréfico foi de 8918,0

+ 142,9 correspondendo a 11,7 £ 0,1 mg de proteina por grama de suporte.
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Figura 18 — Isoterma de Langmuir ajustada aos dados experimentais para a adsor¢do da LPF em EDB a 25° C em
tampéo fosfato (5 mM, pH 7,0)
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Fonte: Do autor.

Dessa forma, pode-se afirmar que a imobilizacdo atingiu a saturacdo do suporte EDB
guando foi oferecido o valor inicial de 30 mg/g de suporte, resultando em uma imobilizacdo de
39,9 £ 0,7 % da lipase oferecida (11,7 + 0,1 mg/g de suporte).

O suporte EDB possui uma area superficial e didmetro de poro de, aproximadamente,
500 m2/g e 260 A, respectivamente (informag&o da Sigma-Aldrich) e a lipase de Pseudomonas
fluorescens é uma proteina globular pequena, com um diametro molecular de aproximadamente
50 A (5 nm) (SCHRAG et al., 1997; KIERKELS et al., 1993). Assim, o poro do suporte é
grande o suficiente para permitir a imobilizacao desta lipase e o livre acesso do substrato ao seu
sitio ativo, diminuindo os problemas difusionais e corroborando para que o biocatalisador possa

exibir uma elevada atividade catalitica (LIMA et al., 2015).

6.5 PRODU(;AO DE BIODIESEL VIA HIDROESTERIFICACAO
6.5.1 Otimizacdo da hidrélise enzimética em reator de tanque agitado

Para a otimizacdo da hidrélise enzimética do 6leo de soja residual, foi utilizado um
DCCR para duas variaveis: a fracdo de oleo residual utilizada no sistema (% m/m) e a
concentracéo de lipase (LGC) utilizada no sistema (U/g de sistema).

A porcentagem de acidos graxos livres obtidos (% hidrélise) para a reagdo de hidrolise

do 6leo de soja residual pela LGC, apds 40 min de reagdo esta mostrada na Tabela 12.
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Tabela 12 — Matriz do DCCR 22 para a hidrdlise do 6leo de soja residual, utilizando a LGC. A resposta do
planejamento foi a porcentagem de &cidos graxos livres obtida apds 40 min de reacéo

Ensaios Variaveis Codificadas (Reais) Resposta
Fracdo de 6leo no sistema Concentracéo de lipase s
(% m/m) (U1 e siserma) Hidrolise (%)
1 -1 (20) -1(2,2) 42,08
2 1 (40) -1(2,2) 56,95
3 -1 (20) 1(4,4) 98,36
4 1 (40) 1(4,4) 60,70
5 -1,41 (15,9) 0(3,3) 59,97
6 1,41 (44,1) 0(3,3) 74,47
7 0 (30) -1,41 (1,75) 12,15
8 0 (30) 1,41 (4,85) 81,47
9 0 (30) 0(3,3) 40,02
10 0 (30) 0(3,3) 37,34
11 0 (30) 0(3,3) 38,59

Fonte: Do autor.

A maior porcentagem de hidrdlise, de 98,36 %, foi obtida para o ensaio 3, no qual foram
empregadas uma frag&o de dleo residual de 20 % (m/m) e uma concentragdo de enzima de 4,4
U/g de sistema. Ja a menor porcentagem de hidrdlise observada (12,15 %) foi para o ensaio 7,
no qual foi utilizada a menor concentracdo de enzima (1,7 U/g de sistema) de todo
planejamento.

O segundo melhor resultado para a hidrolise enzimatica (81,47 %), correspondeu ao
ensaio 8, no qual foi utilizado a maior concentracao de lipase no sistema (4,85 U/g de sistema).
Para a maior concentracdo de Oleo utilizada (ensaio 6) foi observado uma porcentagem de
hidrélise de 74,47 %. Esses resultados confirmaram que a lipase utilizada possui especificidade
pelo substrato, o 6leo de soja, pois ela foi capaz de hidrolisar uma grande quantidade de 6leo
em um tempo reduzido (40 min) quando comparada a outras lipases reportadas em literatura.
Lipases provenientes de diferentes fontes mostram diferentes especificidades por substratos
(capacidade de hidrolisar um tipo de éster de acido graxo) (STRANSKY et al., 2007).

Esse tipo de especificidade é muito Util, pois lipases que ndo apresentam esta
especificidade realizam a hidrdlise das ligacdes que contenham acidos graxos de cadeia longa
muito lentamente (JACOBSEN; OLSEN; ALLERMANN, 1990).

Em trabalhos anteriores, realizados no laboratério de Bioprocessos, verificou-se que a
LGC produzida, por fermentagdo submersa, utilizando-se o oleo de algoddo como indutor e
unica fonte de carbono, apresentava uma elevada especificidade em hidrolisar as ligagdes

ésteres dos triacilglicerdis que continham &cidos graxos de cadeia longa e insaturados nas
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posi¢des cis-9 ou cis-9,12, como nos acidos oleico e linoleico (CASTRO et al., 2016).

Cavalcanti-Oliveira e seus colaboradores (2011) relataram que a lipase de Thermomyces
lanuginosus demorou cerca de 48 h para hidrolisar 89 % do 6leo de soja presente em um sistema
com condic¢des muito similares ao utilizado neste trabalho (apenas agua destilada, enzima e 6leo
de soja na fragdo de 50 % (volume de 6leo/volume de sistema).

Na tabela 13, estdo apresentados outros estudos referentes a hidrélise do 6leo de soja,
refinado e residual, utilizando diferentes lipases. Os resultados mostrados evidenciam a
vantagem de se utilizar a LGC, frente a essas outras lipases, em relacdo ao tempo de catalise e
porcentagem de conversdo do dleo vegetal em acidos graxos livres. Essa vantagem decorre de
sua elevada especificidade em hidrolisar ligagcdes de &cidos graxos longos e insaturados como
os acidos oleico e linoleico, presentes em grande quantidade no 6leo de soja (24,0 e 56,7 % em

composicdo m/m, respectivamente) (SANTOS et al., 2013).

Tabela 13 — Estudos referentes a hidrdlise do éleo de soja utilizando diferentes tipos de lipases

Razéo Temperatura
Lipase (6leo/solucéo etempode  Conversdo Referéncia
___aquosa) reagio

o S e e S
C. rugosa 8'?08%‘; 30°C,10h 100 % TeAtIz;|L.J, vt
Y. lipolytica (2(8(')2‘;’1 é‘zgou:] ) 40°C, 48 h 925 % MEI:glit al.,
R. communis 8??&2%? 37 °C, 80 min 32 % Sgljlzgf;t
T. lanuginosus omogf’:?\/‘fg;i'ada 30°C, 24 h 100 % VEISCZC())\l/(; et

Fonte: Do autor.

Na Tabela 14 encontram-se os coeficientes de regressdo obtidos para 0 DCCR. O termo
quadratico para a fracdo de 6leo no sistema e o termo linear para a concentragéo de lipase foram

estatisticamente significativos para p< 0,05.
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Tabela 14 — Coeficientes de regressao obtidos para 0o DCCR

Coeficientes Erro padrao p-valor
Média 38,65 5,95 0,001
X1 -0,29 3,64 0,940
X1? 16,17 4,33 0,014
X2 19,76 3,6 0,003
X2? 5,95 4,33 0,228
X2.X2 -13,13 5,15 0,051

Fonte: Do autor.

Na Tabela 15 encontra-se a ANOVA para o planejamento realizado. Verificou-se que o
Fcalc. (9,99) foi maior que o Ftab. (5,05) e que o coeficiente de determinacdo foi bom (0,91)
permitindo a construcdo da superficie de resposta (Figura 19) para analise estatistica do
planejamento pelo modelo gerado com todos os coeficientes de regressdo obtidos para as

variaveis codificadas (Equacédo 17).

Hidrolise (%) = 38,65—0,29X1+16,17X12+19,76X2+5,95X2°—13,13X1X2 (13)
em que:

x1 = Variavel codificada: fracdo de 6leo no sistema (% m/m);

X2 = Variavel codificada: concentracdo de lipase (U/g de sistema).

Tabela 15 - ANOVA para a resposta do DCCR 22, porcentagem de hidrélise do 6leo de soja residual ap6s 40 min

de reacdo
Fonte de variagio Soma dos Graus de Quadrado  Fcac  p-valor
guadrados Liberdade Medio
Regresséo 5298,35 5 1059,67 9,99 0,013
Residuos 530,34 5 106,07

Falta de Ajuste 526,74

Erro Puro 3,6

Total 5828,69 10

(R) = 0,91; Ftabs;s;0,0s= 5,05
Fonte: Do autor.




73

Figura 19 — Superficie de resposta em funcéo da fragdo de 6leo e da concentracdo enzimatica no sistema
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Fonte: Do autor.

Observa-se pela Figura 19, que é possivel obter-se uma conversao de 100 %, em um
mesmo tempo reduzido de reacdo (40 min), para uma concentragdo enzimatica acima de 4,4
(U/g de sistema) e fracdo de 6leo no sistema entre 16 e 20 % (m/m).

Concluiu-se que a utilizacdo do planejamento fatorial possibilitou a obtencdo de uma
porcentagem de hidrélise de 74,47 % em apenas 40 min, para um sistema constituido por 44,1
% (m/m) de bleo de soja residual. Assim, o emprego da LGC foi muito apropriado para a etapa
de hidrolise na obtencdo de biodiesel via hidroesterificacdo, pois a elevada especificidade desta
enzima pelo substrato empregado (6leo de soja residual) possibilitou que a reacdo ocorresse
com elevado rendimento (98,36 %) em um baixo tempo de reagéo (40 min).

A validagéo do planejamento foi realizada, em triplicata, para a condicdo empregada no
ensaio 8, no qual foi utilizado 30 % (m/m) de fracdo de 6leo residual e 4,85 (U/g de sistema)

de concentracdo da LGC.

A Figura 20 mostra os resultados obtidos ao longo de 120 min de acompanhamento da
reacdo de hidrolise com o tempo.
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Figura 20 — Acompanhamento da reacao de hidrolise do 6leo de soja residual com tempo, utilizando a LGC
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Fonte: Do autor.

Observou-se que a conversdo de 100 % do oleo residual foi alcangada em apenas 60
min de reacdo, ratificando-se desta forma, as vantagens (discutidas anteriormente) do emprego
de uma lipase com elevada especificidade pelo substrato na reacéo de hidrdlise, para obtengéo

de acidos graxos livres.

6.5.2 Esterificacdo enzimatica

Apos a reacdo de hidrélise do éleo de soja residual (30 % m/m) catalisada pela LGC
produzida (4,85 U/g de sistema), os acidos graxos liberados foram separados e utilizados na
etapa de esterificacdo para a producdo de ésteres etilicos.

As reagdes de esterificagdo foram catalisadas pela LPF imobilizada em EDB (30 mg/ g
de suporte) na proporcao de 10% do meio reacional. Este derivado foi selecionado em ensaios
anteriores (ver item 6.3). Foram utilizadas trés concentracbes molares diferentes de acidos
graxos (100 mM, 500 mM e 1000 mM) em meio contendo hexano e também foi realizado um
ensaio sem a adi¢édo de solvente, ou seja, no meio reacional sé havia os &cidos graxos e etanol
na proporcao estequiomeétrica para a reacao.

Tanto para 100 mM quanto para 500 mM foram atingidas conversoes acima de 80% em
apenas uma hora de reacdo. Nesses ensaios foram utilizadas as menores concentragdes molares

de acidos graxos e, portanto, j& era esperado verificar-se uma maior conversdo em um menor
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tempo. Isso porque ocorreu uma melhor difusdo de moléculas de reagentes para o
microambiente interno do biocatalisador, devido & diminuicdo da viscosidade na mistura de
reacao, pela utilizacdo do solvente organico no meio reacional. Quando a concentragdo molar
dos acidos graxos aumentou para 1000 mM, verificou-se que houve uma diminuicdo da
porcentagem de ésteres etilicos formado na primeira hora de reacdo, provavelmente devido a
maior viscosidade do meio reacional. Assim, na medida em que o meio foi se tornando menos
viscoso, pela formacdo de ésteres etilicos, verificou-se um aumento da porcentagem de

conversao atingindo um valor préximo a 80% de conversdo em 3 horas de reacéo.

Figura 21 — Efeito da concentracdo de &cidos graxos na sintese de ésteres etilicos. As reagdes foram realizadas na
proporcao equimolar para 4cido graxos e etanol, e a temperatura de 40°C e 200 rpm
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Fonte: Do autor.

Quando foi utilizado o meio reacional sem solvente, verificou-se que o biocatalisador
ndo alcancou a mesma eficiéncia dos ensaios anteriores, mesmo para 0 maior tempo de reacao
(29 % em 6 h). Dessa forma, pode-se afirmar que para esta reacdo a utilizagcdo do solvente, no
caso o hexano, foi de fundamental importancia para permitir uma melhor difusao das moléculas
reacionais para o sitio ativo da enzima imobilizada e consequentemente proporcionar a
obtencdo de uma maior porcentagem de ésteres etilicos em um menor tempo.

A partir dos resultados encontrados, selecionou-se a condicdo inicial de acidos graxos
de 1000 mM e o tempo de 3 h para os ensaios de estabilidade operacional (reutilizacdo) do
biocatalisador.

Essa condicdo foi escolhida, dentro das condicGes estudas, como a melhor condigéo
experimental para producdo de biodiesel, pelo derivado LPF-EDB, pois foi utilizada a maior
concentragdo inicial de &cidos graxos estudada em meio com solvente, e obteve-se uma

conversdo de aproximadamente 80 % de ésteres etilicos em 3 horas de reacdo. Este tempo de
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reacdo (3 h) é considerado curto se comparado as reacOes de esterificagdo reportadas para o

processo de hidroesterificacdo e também as reacGes de transesterificagdo enzimatica descritas

em literatura. Na Tabela 16 estdo apresentados resultados reportados na literatura para as

reacOes de esterificacdo e de transesterificacao utilizadas na producéo de biodiesel empregando

diferentes lipases.

Tabela 16 — Estudos referentes a esterificacdo dos &cidos graxos hidrolisados e processos de transesterificacéo
utilizando diferentes tipos de lipases

Temp.
Lipase Raz&o molar e tempo de Conversdo  Referéncia
reacao
Esterificacdo
C. antartica Metanol 30°C,24h 96 % WATANABE
(1:5) etal., 2007
Y. lipolytica Etanol 30°C,3h 85 % MENG et al.,
(1:1) 2011
B. cepacia Etanol 50°C,31h 92 % SOARES et
(1:3) al., 2013
C. sp. 99-125 Metanol 40°C, 8 h 96 % LIU etal.,
(1:2) 2014
Novozym 435 Etanol 40°C,24 h 89,5 % KOCHEPKA
(1:6) etal., 2015
C. antartica Etanol 40 °C,6h 90 % VESCOVI et
7 al., 2016
Transesterificacao
P. fluorescens Metanol 35°C,90h 80 % KAIEDA et
(1:3) al., 2001
C. rugosa Metanol 35°C,90h 80 % KAIEDA et
(1:2) al., 001
P. cepacia Metanol 35°C,90h 100 % KAIEDA et
(1:3) al., 2001
Novozym 435 Acetato de metila 40°C,10h 92 % XU etal.,,
7 2005
P. fluorescens Etanol 34°C,15h 67,9 % TINTOR et
(1:4) al., 2015
P. cepacia Etanol 35°C, 1h 65 % NOUREDDI
(1:7.5) Nl etal., 2016

Fonte: Do autor.
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6.5.2.1 Estabilidade operacional

O efeito da reutilizacdo do biocatalisador impacta diretamente sobre a viabilidade
econémica do processo enzimatico, pois favorece a reducdo de custo do biocatalisador por
quilograma de produto, sendo um fator muito importante a ser considerado para produtos que
possuam valores de mercado de baixo e médio custo, como o biodiesel (HILLS et al., 2003).

Para esse estudo, o derivado LPF-EDB foi usado repetidamente na sintese do biodiesel
sob as melhores condices experimentais encontradas anteriormente. A Figura 22 mostra o
resultado obtido para a reutilizagdo do biocatalisador ao longo de seis ciclos consecutivos de 3
h cada um.

Figura 22 — Estabilidade operacional (reutilizagéo) do LPF-EDB para a sintese de biodiesel a partir de 1000 mM
de &cidos graxos e etanol (equimolar), em meio contendo hexano. Os ensaios foram realizados a 40°C
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Fonte: Do autor.

Pode-se observar que o LPF-EDB reteve 100% de sua atividade inicial apds os quatro
primeiros ciclos. A partir do quinto ciclo houve uma pequena diminui¢do na porcentagem de
ésteres etilicos obtida (76 %), sendo que para o Ultimo ciclo a porcentagem obtida de ésteres
etilicos foi de aproximadamente 65 %, configurando uma perda de 17,7 % em relacdo ao
primeiro ciclo. Uma possivel explicagcdo para isso seria 0 acimulo das moléculas de dgua no
microambiente interno do biocatalisador (suporte), ou a possivel inativacdo e dessorcdo de
algumas moléculas enzimaticas adsorvidas preferencialmente no ambiente externo das

particulas de EDB (SILVA et.al, 2014). Ainda assim, os resultados obtidos sugerem uma forte
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interacdo da enzima com o suporte preparado indicando que o derivado LPS-EDB foi
suficientemente estavel e pode ser reutilizado.

A estabilidade do biocatalisador é reportada em vaérios trabalhos, nas quais se pode
observar decréscimos de atividade apds ciclos de reuso. Talukder e seus colaboradores (2010),
na etapa de hidrélise enzimatica do 6leo residual de cozinha reportaram a perda de atividade de
aproximadamente 7%, ap0s quatro ciclos de 10 h de reagdo para a lipase C. rugosa.

Vescovi e seus colaboradores (2016), reutilizaram as lipases T. lanuginosus no processo
de hidrolise e C. antarctica do tipo B no processo de esterificacdo para a producdo de biodiesel
através da hidroesterificacdo do dleo de cozinha residual. Para a primeira etapa do processo de
producdo a lipase foi reutilizada e apresentou ap6s cinco ciclos de 10 h queda de 42 % na
conversdo de acidos graxos livres. Na esterificacdo essa mesma lipase apresentou alta
estabilidade apds cinco ciclos de reutilizacdo em 10 h de reacdo. A alta estabilidade da lipase
de C. antarctica foi reportada também em estudos realizados por Talukder e seus colaboradores
em 2010, para a etapa de esterificagéo.

Yagiz e seus colaboradores (2007), estudaram as atividades no reuso da lipase Lipozyme
IM no processo de transesterificacdo do 6leo de cozinha vegetal residual com metanol. O
biocatalizador foi reutilizado durante sete ciclos de 10 min cada em diferentes temperaturas (45
e 55 °C). Foi observado para a temperatura de 45 °C perda de 64% em atividade ap6s o sétimo

ciclo, enquanto para a temperatura de 55 °C a perda apresentada foi de 86 %.

6.6 CARACTERIZACAO DOS ESTERES ETILICOS OBTIDOS

Os padrdes de qualidade utilizados para a producdo e uso do biodiesel no territério
nacional estdo presentes e regulamentados na resolucdo ANP N° 45, de 25 de agosto de 2014.
Dentre todas as propriedades fisico-quimicas e de composi¢édo do biodiesel a serem controlados,
pode-se destacar a composicdo de ésteres, a viscosidade e as quantidades de glicerol livre,
monoacilglicerol (MAG), de diacilglicerol (DAG) e de triacilgicerol (TAG) como sendo as
mais importantes. Dessa forma, as analises dos ésteres etilicos produzidos foram focadas na
determinacdo destes parametros considerados os mais significativos.

Na Figura 23 estdo mostrados os perfis de composicéo equivalente em ésteres etilicos
obtidos para o 6leo residual de fritura, para os acidos graxos obtidos na etapa de hidrélise pela
LGC e para trés ensaios de esterificagdo no qual se obteve um teor de conversao préximo a 80

% na producdo de ésteres etilicos.
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Figura 23 — Perfil da composicdo dos ésteres etilicos para as amostras analisadas; 6leo de fritura, acidos graxos
livres hidrolisados pela LGC, reacoes de esterificagdo utilizando 1000 mM de écidos graxos em 3 h
de reacdo, 1000 mM de acidos graxos em 6 h de reacéo
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Fonte: Do autor.

Observa-se que a composi¢ao equivalente em ésteres obtida para os acidos graxos livres
resultantes da etapa de hidrolise pela LGC, foi idéntica a composicao inicial do 6leo residual de
fritura, demostrando que esta etapa esta totalmente otimizada e que o 6leo de fritura foi
totalmente hidrolisado em apenas 60 min de reacdo pela lipase produzida.

Para os trés ensaios de esterificacdo aplicou-se o teste de Tukey, com 95 % de nivel de
confianca, e ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significativas para as
conversdes obtidas. Dessa forma pode-se afirmar que o ensaio no qual foi utilizado 1000 mM
de &cidos graxos e 3 h de esterificacdo, foi o melhor resultado obtido para a etapa de
esterificacdo enzimatica, e assim as demais analises de caracterizacdo do biodiesel produzido
foram realizadas para este ensaio.

Na tabela 17 estdo mostradas as analises realizadas para os ésteres etilicos obtidos ap6s
3 h de esterificacdo utilizando-se a concentracdo molar de 1000 mM de &cidos graxos livres e
razdo molar equimolar entre o alcool etilico e os acidos graxos livres, obtidos previamente a

partir da hidrélise do 6leo residual de fritura.
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Tabela 17 — Propriedades e composicdo dos ésteres etilicos produzido enzimaticamente a partir do 6leo residual
de fritura, para o ensaio no qual foi utilizado 1000 mM de &cidos graxos livres, e razdo molar de 1:1
para o alcool etilico

Propriedades Biodiesel a partir do 6leo ANP n° 45
de fritura

Teor de Esteres (%) 78,82 Min 96,50
Glicerol livre 0,0 Max. 0,02
MAG 0,0 Max. 0,80
DAG 0,0 Max. 0,20
TAG 0,0 Max. 0,20
Viscosidade a (cP) (40 °C) 4,01 £0,02 2,6-5,3

Fonte: Do autor.

Observa-se que o biodiesel produzido enzimaticamente atendeu a todas as
especificacbes da ANP, exceto o teor minimo de ésteres. Destaca-se que esta conversdo foi
atingida em apenas 3 horas de esterificacdo, demostrando que o derivado empregado possui um
grande potencial para ser utilizado na etapa de esterificacdo. Soares e seus colaboradores,
(2013) obteve uma conversdo de 93 % ap06s 31 h de reacao, utilizando a lipase de Burkholderia
cepacia utilizando como acil receptor o alcool etilico. Aguieiras e seus colaboradores, (2014)
obteve 91 % de conversdo apds 8 horas de esterificagdo para o 6leo de macalba e alcool etilico,
usando a lipase de R. miehei como biocatalisador. Utilizando-se o metanol como acil receptor,
Watanabe e seus colaboradores, (2007) obteve um conversao de 96% em 24 h de esterificacao.

Neste sentido, um estudo sequencial devera ser realizado para possibilitar um aumento
na conversao de ésteres, uma vez que este derivado apresentou uma elevada conversdo em um
tempo reduzido quando comprado a outros trabalhos descritos em literatura, de modo a tornar
0 biodiesel produzido apto para comercializacdo.

A producao de ésteres etilicos via hidroesterificacdo utilizando-se como a matéria-prima
0 6leo residual de fritura com emprego de catalisadores enzimaticos nas duas etapas do processo

foi atingida com sucesso, validando o presente trabalho desenvolvido.
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7 CONCLUSOES

O objetivo principal deste trabalho foi o de produzir biodiesel usando 6leo de soja
residual de fritura via hidroesterificacdo e catalise enzimatica, sendo que os resultados obtidos
foram promissores e nesse conjunto de dados, podem ser destacados:

a) A matéria-prima testada apresentou parametros fisico-quimicos semelhantes a valores
encontrados nas normas e legislacdo, bem como aos valores encontrados na literatura,
apresentando diferencas apenas no indice de acidez total e de saponificacdo. Entretanto, a
utilizacdo do 6leo de soja residual de fritura ndo apresentou nenhum problema ao ser utilizado,
uma vez que a producao se deu através da hidroesterificacao;

b) As lipases utilizadas para as etapas de hidrolise e esterificacdo foram
respectivamente, LGC livre e LPF imobilizada em EDB. A LGC foi escolhida e produzida por
demonstrar grande afinidade ao processo de hidrdlise com elevadas converses em curtos
tempos devido a sua especificidade. Embora, a LPF-EDB apresentasse baixo valor de RI dentre
as lipases utilizadas, demonstrou possuir uma maior afinidade com a reacdo de esterificacdo
chegando a 70,31 + 0,96 % em apenas 150 min de reacao;

c) Foi realizada a caracterizacéo da LPF livre e imobilizada (LPF-EDB). Primeiramente,
verificou-se que a LPF apresentou equilibrio com a imobilizacdo apds 4 h de incubagdo com
100 % de atividade oferecida, sendo esta utilizada nos ensaios. As lipases livre e imobilizada
apresentaram atividades maximas nas faixas de pH 8 e temperatura de 40 °C.

d) Na otimizacao da reacdo de hidrdlise foi obtido 100 % de conversdo a ap6s 60 min
utilizando-se a LGC produzida via fermentacdo submersa;

e) Nas reacOes de esterificacdo catalisadas pela LPF-EDB trés concentra¢Ges molares
diferentes de acidos graxos (100 mM, 500 mM e 1000 mM) com solvente (hexano) e sem
solvente foram realizadas. Para a concentracdo de 1000 mM de acidos graxos foi observado
conversdo de aproximadamente 80 % de ésteres etilicos em apenas 3 h de reacdo. A lipase
imobilizada foi reutilizada no processo e apresentou estabilidade operacional durante quatro
ciclos de 3 h cada;

f) O conjunto de dados obtidos demonstrou que é possivel o a producdo de ésteres
etilicos via hidroesterificagdo utilizando-se 0leo residual como matéria-prima e catalisadores

enzimaticos nas etapas do processo.
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8 SUGESTOES PARA ENSAIOS FUTUROS

Para dar continuidade e complementar os estudos de sintese de biodiesel por
hidroesterificacdo por catalise enzimatica sugere-se as seguintes etapas:

a) Realizar novas analises quanto a imobilizacdo da lipase de Geotrichum candidum
produzida e purificada utilizando novos suportes de baixo custo, tais como subprodutos
agroindustriais, e novas técnicas de imobilizacdo, afim de emprega-lo em ambas etapas da
hidroesterificacéo;

b) Realizagdo de um planejamento experimental para determinar as condi¢Bes 6timas
para a obtencdo dos ésteres etilicos;
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APENDICE

1. Determinacéo da densidade relativa

Método que determina a razdo da massa da amostra em relagdo a da &gua por unidade
de volume a 25°C.

Foram utilizados trés picnémetros com junta esmerilada de 50 mL, termdmetro com
subdivisdo de 0,1 °C e balanca eletrénica analitica da marca Marte modelo AY220.
Primeiramente, aferiu-se a massa dos trés picndmetros com o auxilio da balanca eletrénica
analitica. O termémetro foi utilizado para se aferir a temperatura de 25 + 0,1 ° do 6leo residual
de fritura. Os picnémetros foram entdo preenchidos cuidadosamente para se prevenir a
formacéo de bolhas de ar, com as amostras de 6leo. Por fim, as massas dos trés picnémetros
contendo as amostras de dleo de fritura a 25 + 0,1 °C foram aferidas e anotadas (AOCS, 1990).

Com os dados aferidos o calculo da densidade foi calculado com o auxilio da equacéo

densidade relativa (mi) = ) (1)

em que:
A = massa média dos trés picndmetros contendo o 6leo de fritura;
B = massa média dos trés picndémetros vazios;

C = volume de 50 ml referentes ao picnémetro.

2. Determinacéo do indice de peroxido

Método que determina todas as substancias, nas condic¢Ges do teste, que oxidam o iodeto
de potassio (peroxidos ou produtos resultantes da oxidacdo da gordura) em termos de
miliequivalentes de peroxido por 100 g de amostra.

Foram utilizados trés frascos Erlenmeyer de 250 mL com tampa esmerilhada, uma
proveta de 50 mL, pipeta graduada de 1mL, bureta de 10 mL com sub-divisdes de 0,05 mL e
balanca eletronica analitica. Primeiramente, 5 = 0,05 g da amostra de 6leo de fritura foram

pesadas em um frasco de Erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, 30 mL da solucdo de acido
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acético-cloroférmico (3:2 v/v), pré-preparada, foi adicionada no frasco de Erlenmeye agitando-
0 até a dissolugdo da amostra. Entdo, 0,5 mL da solugdo saturada de KI, preparada com 30 g de
iodeto de potassio e 21 mL de &gua, foi adicionada deixando o frasco em repouso ao abrigo da
luz por exatos um minuto. Apds um minuto, 30 mL de agua foi adicionado no frasco e titulou-
se com solucdo de tiossulfato de sédio 0,01 , com agitagdo constante, até que a coloracdo
caracteristica amarela tivesse desaparecido. Por fim, ap6s o desaparecimento da coloracéo
amarela, foi adicionado 0,5 mL de solucdo de amido indicadora (1% m/v), que deu coloracao
azul a amostra, e continuou-se a titular até que tal coloracdo desaparecesse por completo. O
procedimento foi realizado em triplicata e provas em branco com adi¢do de agua ao invés da
amostra de 6leo foram realizadas nas mesmas condi¢des. Com os dados de volume provenientes

das titulacBes e com o auxilio da equacéo 2, o indice de perdxido foi calculado (AOCS, 1990).

= : @

indice de peréxido ( meq ) = (A= B) X N xfx1000
1000 g da amostra
em que:
A = volume médio (mL) gasto na titulagdo da amostra;
B = volume médio (mL) gasto na titulagdo do branco;
N = normalidade da solu¢do de tiossulfato de sodio;
f = fator da solucdo de tiossulfato de sodio;

P =n° de g da amostra.

3. Determinacdo do indice de saponificacdo

Método que determina a quantidade de alcali necessario para saponificar uma
guantidade de amostra definida, expressando o numero de miligramas necessarios de hidroxido
de potassio para saponificar um grama de uma determinada amostra, sendo util para verificar
até mesmo a massa molecular média e possivel adulteracdo por outros 6leos.

Foram utilizados condensador de agua, baldes volumétricos de 50 mL, bureta de 50 mL
aquecedor encamisado e estufa. Com a amostra completamente seca e sem impurezas, ap0s
ficar por uma hora em estufa a 150 °C, calculou-se a massa correspondente de 45 a 55 % da
titulacdo do branco (4-5 g). A massa entdo foi transferida para baldes volumétricos, os quais

foram conectados a um condensador de dgua deixando a amostra ferver suavemente em contato
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ao aquecedor encamisado por aproximadamente uma hora, tempo necessario para a
saponificacdo completa da amostra. Apds esse tempo 1 mL de solucdo de fenolftaleina
indicadora foi adicionada iniciando a titulacdo da amostra com solucao de &cido cloridrico 0,5
M, pré-preparado, até o desaparecimento da cor caracteristica résea da amostra. O
procedimento foi realizado em triplicata e provas em branco com adi¢do de agua ao invés da
amostra de 6leo, também, foram realizadas nas mesmas condi¢des. Com os dados de volume
provenientes das titulacdes e com o auxilio da equacéo 3, o indice de saponificacdo pode ser
calculado (AOCS, 1990).

myg

o o 28,06 X f X (A— B)
indice de saponificacao (7) =

P )

©)
em que:

A = volume médio (mL) gasto na titulagdo da amostra;

B = volume médio (mL) gasto na titulagdo do branco;

f = fator da solucéo de HCI 0,5 M;

P =n° de g da amostra.

4. Determinacao do indice de acidez total

Método que fornece dado importante para avaliacdo do estado de conservagao do 6leo
e podendo ser aplicado a 6leos brutos e refinados. O indice de acidez, definido como o nimero
de mg de hidroxido de potassio necessarios para neutralizar um grama da amostra, pode
expressar tanto processos de decomposicdo seja por fermentacdo, oxidacdo ou por hidrolise,
que quase sempre alteram a concentracdo dos ions hidrogénio presentes na amostra, quanto a
decomposicdo, acelerada por aquecimento e pela luz, dos glicerideos tendo a rancidez quase
sempre acompanhada pela formacao de acidos graxos livres.

Foram utilizados frascos Erlenmeyers de 125 mL, proveta de 50 mL, bureta de 10 mL e
balanca eletronica analitica. Primeiramente, pesou-se 2 g da amostra no frasco Erlenmeyer de
125 mL. Entdo, 25 mL de solucdo de éter-alcool (2:1 v/v), pré-preparada, foram adicionados
juntamente com duas gotas da solucdo de fenolftaleina indicadora. A amostra foi titulada com
solucdo de hidroxido de sodio 0,01 M até que uma coloragdo rosea aparecesse e persistisse por
30 segundos. Com os dados de volume provenientes da titulacdo e com o auxilio das equacdes
4,5 e 6 o indice de acidez, a acidez em solugdo molar e em acido oleico puderam ser calculados
(IAL, 1985).
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m vX f %561
indice de acidez (_g) = f—, 4)
g P
v v X fx100
acidez em solugcao molar, por cento (E) = fT, ®)
m vXfXMX28,2
acidez em acido oleico, por cento (E) = ! 2 ) (6)

em que:
v = volume (mL) gasto na titulacéo;
f = fator da solucdo de hidroxido de sodio;

P =n° de g da amostra.

5. Determinacao do indice de iodo pelo método de Wijs

Método que determina a massa da &gua contida em uma amostra dividido pela massa de
amostra seca, sendo expressa em quilogramas de agua por quilogramas de amostra, ou,
multiplicando-se por 100, tem-se em percentagem.

Foram utilizadas 3 placas de petris, estufa elétrica, dessecadora a vacuo e balanca
eletrbnica analitica. Primeiramente, 5 g da amostra de 6leo foram pesadas em placa de petri, A
placa de petri contendo a amostra de 6leo foi levada a estufa sendo mantida a 150 °C por uma
hora. Ap6s uma hora de aquecimento, retirou-se a placa de petri da estufa deixando-a resfriar
em um dessecador. Apos resfriamento a massa foi novamente aferida. O procedimento foi
realizado em triplicata. Com os dados de massa aferidos e com o auxilio da equagdo 7, o teor
de umidade pdde ser calculado.

mu — ms
teor de umidade(%) = —— x 100, (7)
ms
em que:
mu = massa média das amostras umidas (g);

ms = massa média das amostras apds secagem (g).
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6. Determinacéo do teor de umidade

Método que expressa o grau de insaturacdo de um éleo ou gordura em termos do nimero
de centigramas de iodo absorvido, que é fixado nas ligagdes etilénicas dos acidos graxos, por
grama da amostra.

Foram utilizados balanca analitica, agitador magnético, estufa, cronémetro, papel de
filtro qualitativo, frasco Erlenmeyer de 500 mL com tampa esmerilhada, proveta de 50 mL,
pipetas volumétricas de 2, 5, 20 e 25 mL e bureta de 50 mL. Primeiramente, em um frasco
Erlenmeyer de 500 ml com tampa pesou-se 0,25 g da amostra a ser analisada, adicionando-se,
posteriormente, 10 mL de solucéo de tetracloreto de carbono. Em seguida, neste mesmo frasco
foram adicionados 25 mL de solucdo de Wijs, ap6s adicdo o frasco foi tampado e agitado
cuidadosamente com movimentos rotacionais, para que fosse assegurada uma perfeita
homogeneizacdo. Apds homogeneizada, o frasco contendo a amostra foi deixado em repouso
ao abrigo da luz e a temperatura ambiente, por 30 min. Apds os 30 min, foi adicionado 10 mL
de solucdo de iodeto de potassio a 15 % e 100 mL de agua que havia sido recentemente fervida
e fria. Por fim, a amostra foi titulada com solucdo de tiossulfato de sédio 0,1 M até o
aparecimento de uma fraca coloragdo amarela, que com a adi¢do de 1 a 2 mL de solugéo
indicadora de amido 1% ficou com a coloragéo azul, sendo que o volume final anotado foi
quando a coloracao azul desapareceu por completo. Provas em branco com adi¢do de dgua ao
invés da amostra de dleo, também, foram realizadas nas mesmas condi¢Ges. Com os dados de
volume provenientes das titulaces e com o auxilio da equacdo 8, o indice de iodo pode ser
calculado (AOCS, 1990).

(VB - VA) X M X 12,68

indice de Iodo (%) = P , (8)

em que:
Vg = mL gasto na titulacdo do branco;
V, = mL gasto na titulacdo da amostra;
M = molaridade da solu¢do de Na>S20s3;

P =n° g da amostra.
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7. Determinagdo do teor de &cidos graxos livres

Método que determina a porcentagem (em peso) de &cidos graxos livres, em ralacdo a
um acido graxo especifico, geralmente acido oleico (PM = 282 g).

Foram utilizados balanga analitica, frascos erlenmeyers de 250 mL, banho de
aquecimento e baldo volumétrico de 75 mL. Primeiramente, 1 g de amostra aclimatada em
temperatura ambiente foi pesada em frasco erlenmeyer de 250 mL. Em seguida, foram
adicionados ao frasco, 75 mL de solucéo de alcool etilico, o qual foi aguecida em banho (40
°C) e previamente neutralizada com solucao de hidréxido de sédio (NaOH 0,1M). Por fim, foi
adicionada solucéo indicadora de fenolftaleina ao sistema, o qual apresentou coloracgdo rosea, e
entdo este foi titulado com solucéo de hidroxido de potassio (KOH 0,081 M) até a mudanca da
coloracdo rosa. Tal procedimento foi realizado em triplicata. Com os dados de volume
provenientes das titulagdes e com o auxilio da equacdo 9, o teor de &cidos graxos livres pode
ser calculado (AOCS, 1990).

V. x M x 28,2
AGL = — — , 9)

em que:
V; = volume médio (mL) gasto na titulacdo da amostra;
M = molaridade da solucdo de KOH (mol/L);

m = massa da amostra (g)

8. Viscosidade

A viscosidade absoluta foi medida em viscosimetro de marca Brookfield, modelo DV-
I1+ Pro, sendo as medidas realizadas conforme a norma ABNT NBR 10441 que estabelece a
faixa permitida de 3,0 a 6,0 mm?/s (LOBO et al., 2009; ANP, 2014).



