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RESUMO

A preocupacdo com a emissdo de poluentes atmosféricos oriundos de combustiveis fosseis utili-
zados em motores de combustédo interna vem despertando cada vez mais o interesse de pesquisas
na procura de matérias-primas que sejam sustentaveis e menos nocivas ao meio ambiente. Dentre
as alternativas esta o biodiesel, biocombustivel potencial para ser uma alternativa ao diesel mi-
neral, que possui caracteristicas técnicas ambientalmente corretas. Dentre a gama de matérias-
primas utilizadas com potencial para a sintese do biodiesel, podemos citar o 6leo vegetal de pe-
qui, que é um fruto tipico encontrado no cerrado brasileiro pertencente a familia das Caryocara-
ceae e ao género Caryocar, sendo que este possui 16 espécies de ocorréncia nas Américas Central
e do Sul. O objetivo do estudo foi investigar a viabilidade de producéo de biodiesel a partir da
hidroesterificacdo do 6leo de pequi utilizando biocatalisadores enzimaticos na forma livre e imo-
bilizada em suporte de nanoparticulas magnéticas de ferro como uma das alternativas para pro-
ducdo de biocombustiveis. O dleo de pequi bruto foi hidrolisado para a formacao de mais acidos
graxos, sendo posteriormente esterificado com alcool de cadeia curta utilizando rota enzimatica
na proporcdo molar de 1:1, agitacdo de 150 rpm, temperatura da reacéo de 37 °C, biocatalisadores
enzimaticos, sendo as lipases CALB e Eversa® Transform 2.0 testados individualmente nas suas
formas livres, com tempos reacionais de 2, 4, 6 e 8 horas; e imobilizadas em nanoparticulas
magnéticas de ferro (FesO4) com quantidade equivalente a 80 UpNPBg™ de catalisador e tempo
reacional de 1h e 8h por ciclo. O melhor resultado da conversao catalitica utilizando os biocata-
lisadores na forma livre no meio reacional foi de 79,17% (8h) com Eversa® Transform 2.0 e
metanol. A méxima conversao dos trés ciclos de reacdo consecutivos para 1 hora mostra a ma-
nutencdo da producdo dos ésteres com resultados em média de 50,2% utilizando CALB-NPM
em etanol. Ja para o ciclo de 8 horas, a maxima conversao dos trés ciclos consecutivos foi de
88,44% usando CALB-NPM e etanol com queda consideravel na conversdo ja no segundo ciclo.
Entretanto, para a Eversa® Transform 2.0-NPM com metanol houve manutengéo das conversoes
no ciclo com média de 81%. Os resultados foram considerados promissores, com isso, NOVOS
estudos devem ser realizados para aperfeicoamento da técnica utilizada, pois, o estudo apresentou
valores de teores de conversdes de ésteres proximos ao exigido pela Resolucdo ANP N° 45 de

25/08/2014 da Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis.

Palavras-chave: Biodiesel. Pequi. Hidroesterificagdo. Candida antartica do tipo B (CALB).

Eversa® Transform 2.0.



ABSTRACT

The concern with the emission of atmospheric pollutants from fossil fuels used in internal
combustion engines has increasingly awakened the interest of research in the search for raw
materials that are sustainable and less harmful to the environment. Among the alternatives is
biodiesel, a potential biofuel to be an alternative to mineral diesel, which has environmentally
correct technical characteristics. Among the range of raw materials used with potential for the
synthesis of biodiesel, we can mention pequi vegetable oil, which is a typical fruit found in the
Brazilian cerrado belonging to the Caryocaraceae family and the Caryocar genus, which has 16
species occurring in Central and South America. The objective of the study was to investigate
the feasibility of producing biodiesel from the hydroesterification of pequi oil using enzymatic
biocatalysts in free and immobilized form on support of magnetic iron nanoparticles as one of
the alternatives to produce biofuels. Crude pequi oil was hydrolyzed to form more fatty acids,
and subsequently esterified with short-chain alcohol using an enzymatic route at a molar ratio of
1:1, agitation at 150 rpm, reaction temperature of 37 °C, enzymatic biocatalysts , with the lipases
CALB and Eversa® Transform 2.0 individually tested in their free forms, with reaction times of
2, 4, 6 and 8 hours; and immobilized on magnetic iron nanoparticles (FesO4) with an amount
equivalent to 80 UpNPBg™? of catalyst and reaction time of 1h and 8h per cycle. The best result
of the catalytic conversion using biocatalysts in free form in the reaction medium was 79.17%
(8h) with Eversa® Transform 2.0 and methanol. The maximum conversion of the three
consecutive reaction cycles for 1 hour shows the maintenance of ester production with average
results of 50.2% using CALB-NPM in ethanol. As for the 8-hour cycle, the maximum conversion
of the three consecutive cycles was 88.44% using CALB-NPM and ethanol, with a considerable
drop in conversion already in the second cycle. However, for Eversa® Transform 2.0-NPM with
methanol, conversions were maintained in the cycle with an average of 81%. The results were
considered promising, therefore, new studies should be carried out to improve the technique used,
since the study presented values of esters content close to those required by ANP Resolution N°.
45 of 08/25/2014 of the Agency National Petroleum, Natural Gas and Biofuels.

Keywords: Biodiesel. Pequi. Hydroesterification. Candida antarctica type B (CALB). Eversa®

Transform 2.0.
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1. INTRODUCAO

1.1 Contextualizacéo

A preocupacdo com a emissdo de poluentes atmosféricos oriundos de combustiveis
fosseis utilizados em motores de combustdo interna vem despertando cada vez mais o interesse
de pesquisas na procura de matérias-primas que sejam renovaveis e menos nocivas a0 meio
ambiente. Com isso, os chamados biocombustiveis decorrentes de biomassa vém sendo cada
vez mais atraentes, aumentando a demanda de tecnologia nessa area. Neste contexto, surge o
biodiesel, sendo uma possibilidade de alternativa ao diesel petroquimico (mineral) por ser um
combustivel biodegradavel e ndo-tdxico, além de reduzir as emissdes de gases do efeito estufa
(OLIVEIRA et al., 2015). O biodiesel produzido a partir de 6leos vegetais e gorduras animais
podem fornecer reducgdes significativas no teor de monoéxido de carbono (CO) e nas emissdes
de particulados e de hidrocarbonetos. O biodiesel oriundo do éleo de soja, por exemplo, pode
reduzir as emissdes do CO em 48%, de material particulado (MP) em 47%, de éxido de enxofre
(SOx) em 100% e dos hidrocarbonetos totais (HC) em até 67% (ROSA, 2009).

Biodiesel sdo compostos por ésteres de cadeia longa, obtidos por meio de reacGes de
transesterificacdo entre 6leos vegetais e, geralmente um alcool de cadeia curta, na presenca de
um catalisador, via rota quimica ou enzimatica (livre ou imobilizada) (SOUSA, 2016).

Existe uma grande diversidade de matérias-primas oleaginosas encontradas no territorio
brasileiro que podem ser aproveitadas visando a sintese de biodiesel, entre as quais podemos
citar o 6leo vegetal de pequi. O Pequi ¢ um fruto tipico do cerrado brasileiro pertencente a
familia das Caryocaraceae e ao género Caryocar, possuindo 16 espécies de ocorréncia nas
Américas Central e do Sul. Nas areas de cerrado da regido nordeste do Brasil a espécie Caryocar
coriaceum é a mais preponderante e geralmente sdo encontradas na chapada do Araripe no
estado do Ceara, Pernambuco e Piaui (OLIVEIRA, 2010; RIBEIRO, 2010; FERREIRA, 2019).
No territorio brasileiro, o Pequi possui importancia econbémica para a agricultura,
principalmente nos estados do Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Minas Gerais, Parana,
Pard, Piaui, Maranhdo e Ceara. A regido geogréafica do cerrado é considerada o segundo maior
bioma do Brasil e ocupa em torno de 24% do territorio nacional (OLIVEIRA, 2010; RIBEIRO,
2010).
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1.2 Justificativa

Apesar do grande potencial lipidico encontrado no 6leo do pequi, sendo assim
considerada como uma interessante matéria-prima para producdo de biodiesel, ha escassez de
estudos relacionados com esta biomassa, 0 que justifica a necessidade de mais pesquisas,
incluindo a forma de exploracdo no contexto nacional, entre outros aspectos, visando a melhoria
da produtividade, principalmente para a verificacdo de viabilidade técnica e econémica em
escala industrial (SANTOS et al., 2013). Estudos indicam que o 6leo do pequi possui bom
potencial para producdo de biocombustiveis e lubrificantes devido que este 6leo apresenta
caracteristicas de atividades antioxidantes proveniente da presenca de carotenoides em sua
composicdo quimica. Esta caracteristica é bastante importante no que diz respeito a producéo
de biodiesel (OLIVEIRA, 2010; FERREIRA, 2019).

A catélise por condicBes reacionais basicas para a producdo do biodiesel € a mais
utilizada industrialmente. Porém, essa rota apresenta problemas peculiares, como a complexa
separacdo do catalisador ao final da reacdo, reducdo do rendimento e dificuldade de separacédo
da glicerina do biodiesel e maior energia térmica para a efetividade do processo (MACEDO,
2014). A catélise por condicBes reacionais basicas para a producao do biodiesel é considerada
uma préatica ambientalmente incorreta e ndo se enquadra nos padrdes de sustentabilidade, isto
porque apos a producdo do biodiesel com catalisador béasico, este deve ser removido, 0 que
necessita de uma grande quantidade de agua para a lavagem do biodiesel, gerando um efluente
que contamina rios e cursos d’agua (SOUSA, 2016).

Considerando que o uso de catalisadores por rota quimica basica € um problema por ndo
ser uma pratica ambientalmente correta, outras estratégias, que sejam mais sustentaveis, devem
ser estabelecidas. Uma alternativa promissora é o emprego dos biocatalisadores. As lipases do
tipo B de Candida antarctica (CALB) sdo enzimas que hidrolisam triglicerideos, e que em
meios com baixo teor de agua sdo capazes de catalisar reacBes de esterificacdo,
interesterificacdo e transesterificacdo (FARIAS, 2017), possuindo caracteristicas de alta
enantioseletividade e régio-seletividade comportamento estavel em meio aquoso na faixa de pH
de 3,52 9,5, e que, quando imobilizada, apresenta elevada estabilidade térmica na presenca de
solventes organicos, o que confere a viabilidade de sua utilizacdo em processos quimicos em
altas temperaturas por longos tempos sem perdas importantes de sua atividade (SOUZA, 2013;
VESCOVI, 2016; SANTOS, 2011).

Entretanto, as enzimas ainda sdo consideradas caras, principalmente para fins de atuagéo

como biocatalisadores na producdo em escala industrial do biodiesel. Com isso, diversas
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pesquisas vém sendo desenvolvidas na busca de lipases mais baratas. Diante disso, a
Novozymes (Empresa Dinamarquesa) lancou em 2016 uma formulacdo liquida da lipase
Thermomyces lanuginosus produzida por uma cepa geneticamente modificada de Aspergillus
oryzae com alta especificidade e atividade em condi¢Ges brandas de processo, denominada
comercialmente de Eversa® Transform 2.0 com caracteristicas referentes a estabilidade térmica
melhoradas em relacdo a primeira verséo, a Eversa® Transform, lancada em 2014. Ambas as
formulacBes apresentaram bons rendimentos (83%-97%) quando utilizadas em sua forma
liquida (livre) na producéo de biodiesel (PINHOLT et al., 2010). Uma imobiliza¢do adequada
pode melhorar muitas propriedades, como estabilidade, atividade, seletividade ou
especificidade, resisténcia a inibidores ou produtos quimicos, e também aplicacdes como
biocatalisador (FRAGA et al., 2019). No entanto, seu uso na forma imobilizada ainda é pouco
explorado (MIRANDA, 2020).

Do ponto de vista ambiental, a imobilizagdo enzimatica visando a sintese de biodiesel
torna-se bastante interessante no contexto da quimica verde, tendo em vista a possibilidade de
sua reutilizacdo, além da reducdo de custos para compostos de alto valor agregado
(REMONATTO, 2017).

Porém, a utilizacdo de enzimas como catalisadores homogéneos é limitada devido a
dificuldade do processo de separacdo e recuperacao do meio reacional. Essa problemética pode
ser solucionada utilizando suportes para a imobilizacdo enzimatica que mantenham suas
caracteristicas cataliticas (FARIAS, 2017). Com isso, o estudo para desenvolvimento de novos
suportes torna-se necessario devido ao crescente interesse em processos dependentes do uso de
lipases imobilizadas, principalmente para fins de uso como catalisadores na producdo de
biodiesel (ISMAIL; BAEK, 2020). As propriedades das enzimas imobilizadas podem ser
influenciadas pela escolha da técnica de imobilizacdo, além do tipo de suporte, variacdes
operacionais dos reatores e natureza do solvente (SOUZA, 2013).

A rota convencional para producéo de biodiesel resulta em torno de 70% do custo devido
ao numero de etapas pela qual deve ser submetido para estar apto ao processo de
transesterificacdo (GAMA; GIL; LACHTER, 2010). Com isso, este estudo analisou e
comparou meios diferentes de producédo de biodiesel utilizando 6leo de pequi, uma vez que 0s
resultados experimentais podem indicar qual o mais adequado para este tipo de matéria-prima.
Dessa forma, se reduzira e a0 mesmo tempo, se conferira maior conversdo dos acidos graxos
livres em ésteres sintetizados, focando na redugdo do nimero de operag¢Oes unitarias na
producdo industrial, simplificacdo da separacéo e purificacdo do biodiesel (OLIVEIRA et al.,
2015).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a viabilidade técnica de producdo de biodiesel a partir da hidroesterificacdo
do o6leo de pequi utilizando biocatalisadores enzimaticos na forma livre e imobilizada em
suporte de nanoparticulas magnéticas de ferro como uma das alternativas para producdo de

biocombustiveis.

2.2 Objetivos especificos

e Apresentar a caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de pequi bruto;

e Comprovar a transformacéo de triacilglicerideos presentes no 6leo de pequi bruto em
acidos graxos livres (AGL) pelo processo de hidrélise;

e Realizar reacdes de esterificacdo de 6leo de pequi hidrolisado utilizando cada um dos
alcoois primarios (metanol e etanol), na presenca de cada uma das enzimas (Candida
antarctica tipo B e Eversa® Transform 2.0), nas formas livres e imobilizadas em
nanoparticulas magnéticas;

e Realizar um estudo de decaimento de atividade dos biocatalisadores atraves de ciclos
repetitivos de reuso;

e Comparar os rendimentos das sinteses dos ésteres obtidos por esterificacao;

e Comparar as conversdes obtidas com os parametros legais exigidos pela Resolugéo
ANP N° 45 de 25.8.2014.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Biodiesel no Brasil

A insercdo da utilizacdo dos biocombustiveis no Brasil vem desde a década de 70, a
priori, objetivando superar crises econdémicas. Devido ao alto preco do petroleo, em 1983 o
governo brasileiro, através do entdo Ministério da Inddstria e Comercio, criou 0o Programa
Nacional de Energia de Oleos Vegetais (Projeto OVEG) com o intuito de realizar pesquisas de
adicdo de niveis de biodiesel puro ao diesel de origem mineral. Em 2002, foi criado o
PROBIODIESEL que foi coordenado pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia visando
mobilizar todos os setores envolvidos no desenvolvimento de biocombustiveis para avaliar a
viabilidade técnica, econébmica e socioambiental, entretanto, foi descontinuado, pois néao
priorizava a agricultura familiar, sendo ajustado posteriormente (RAMOS et al., 2011).

Em 2003 foram iniciados os primeiros estudos para a criagdo de uma politica para a
producdo do biodiesel no Brasil através da Comissdo Executiva Interministerial do Biodiesel
(CEIB) e do Grupo Gestor (GG) pelo governo federal.

Em dezembro de 2004, foi lancado o Programa Nacional de Producdo e Uso do
Biodiesel (PNPB), objetivando introduzir o biodiesel na matriz energética brasileira resultando
na primeira fase, a definicdo de um arcabouco regulatério fomentando a incluséo social e o
desenvolvimento regional. Experimentalmente, em 2004, teve inicio da mistura do biodiesel no
diesel mineral denominado Diesel A, sendo o percentual da mistura de 2% no Diesel B (B2)
(ANP, 2022).

A comercializacdo até entdo era opcional, porém, a partir da Lei n® 11.097/2005 em seu
artigo 2°, tornou-se obrigatdrio a introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira,
inicialmente, com mistura de 2% no diesel fossil em 2008 (ANP, 2022).

No decorrer dos anos esse percentual foi ampliado pelo Conselho Nacional de Politica
Energetica (CNPE). A série historica de ampliacéo e perspectiva do percentual de biodiesel na
producéo de oOleo diesel tipo B, conforme estabelecido pela Lei n® 13.263, 23/03/2016 e pela
Resolugdo CNPE n° 16, de 29/10/2018, é explanada na Figura 01.
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Figura 01 — Linha do tempo de ampliacdo e perspectiva obrigatoria do percentual de biodiesel na producédo de
6leo diesel tipo B estabelecido na Resolugdo CNPE n° 16, de 29/10/2018.
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Fonte: ANP, 2021 (adaptado).

Com a pandemia da Covid-19, impactos no mercado brasileiro de combustiveis foram
observados devido a reducéo da atividade econémica e da circulacéo de pessoas e mercadorias.
As medidas adotadas para o enfrentamento da pandemia, principalmente as restricbes de
mobilidade, resultaram em grandes reduc¢des na demanda de energia (LOSEKANN et al., 2020).
Com isso, devido as incertezas no mercado de combustiveis por causa da pandemia, as
distribuidoras de biocombustiveis solicitaram a ndo retirada dos volumes contratados no Leildo
n° 71, além de isencdo das penalidades contratuais. Com isso, a ANP postergou em 11 dias o
Leildo n° 72 para uma melhor analise do contexto nacional na época. Apds passado este periodo,
a ANP decidiu por alterar as regras do certame, permitindo ao setor de distribuicéo a retirada
de apenas 80% do valor adquirido sem a aplicacdo de multas, face ao percentual usual de 95%
(EPE, 2020).

Como forma de mitigar os impactos na economia devido a pandemia de Covid-19 foram
realizadas alteracbes dos percentuais obrigatérios de Biodiesel no 6leo Diesel B ora
estabelecidos pelo Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) nos anos de 2020, 2021
e 2022. Com isso, através da Resolucdo n° 824, de 13 de agosto de 2020, ficou estabelecida a
reducdo excepcional e temporéria do percentual de mistura obrigatoria do biodiesel ao 6leo
diesel dos atuais 12% (B12) para 10% (B10) no bimestre de setembro e outubro, sendo que a
partir de novembro o incremento foi de 11% (B11) como medida de manutengdo da
continuidade do abastecimento nacional (ANP, 2020; EPE, 2022). J4 no ano de 2021, até o final
do primeiro trimestre ocorreu 0 aumento do percentual de mistura mandatério no diesel oriundo
de petroleo para 13% em volume, sendo que em maio, este percentual foi reduzido para 10%
(B10) e setembro para 12% (B12) e, por fim, 10% (B10) em novembro (EPE, 2022).
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Em 2022, como forma de proteger os interesses do consumidor quanto ao preco,
qualidade e oferta dos produtos, o Ministério de Minas e Energia (MME), através do CNPE,
decide manter o percentual obrigatorio de biodiesel no diesel em 10% (B10), sendo que, pelo
cronograma estabelecido na resolugdo 16/2018 do préprio CNPE, em 2022, o percentual
deveria subir para 14% (B14) a partir de marco até atingir 15% (B15) em 2023. O MME
justificou tal deciséo baseada na implantacdo de medidas para a contenc¢do do preco do diesel
com a manutencéo da Politica Nacional de Biocombustiveis, RenovaBio, que &€ um programa
do Governo Federal regulamentado através do Decreto n°® 9.308, de 15 de margo de 2018 para
expandir a producdo de biocombustiveis no Brasil, baseada na previsibilidade, na
sustentabilidade ambiental, econdmica e social, e compativel com o crescimento do mercado,
conferindo previsibilidade, transparéncia, seguranca juridica e regulatéria ao setor (EPBR,
2021). Para 0 ano de 2023, esta prevista a mistura obrigatoria de 15% (B15) a partir de abril,
cumprindo assim, o cronograma estabelecido na resolucéo 16/2018 do CNPE (BIODIESELBR,
2023).

O crescente consumo de biodiesel no Brasil é favorecido pela politica de adicdo deste
combustivel no diesel fossil. Em relacdo a producéo, o Brasil € o seqgundo maior fabricante de
biodiesel do mundo, atras apenas dos EUA. A matéria-prima mais usada para sua fabricacéo no
Brasil ainda € o 6leo de soja (BRASIL, 2022).

Até 0 ano de 2021, segundo a Agéncia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombus-
tiveis - ANP (2022), existem 57 instalacfes produtoras de biodiesel, onde foram produzidos
cerca de 6.765.850 m3 de biodiesel, com destaque para as regides sul e centro-oeste/norte com

uma producéo de 3.182.198 m? e 2.705.554 m3, respectivamente (Figura 02).

Figura 02 — Producéo acumulada de biodiesel (m3) no Brasil no ano de 2021.
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Fonte: ANP, 2022 (adaptado).
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3.2 Matérias-primas para a producao de Biodiesel

O Biodiesel € uma mistura de ésteres de cadeia longa derivado de acidos graxos obtidos,
na sua grande maioria, por meio de reacdes de transesterificacdo em 6leos vegetais ou gorduras
animais com alcoois na presenca de um catalisador (SANTIN, 2013). Possui propriedades si-
milares ao Oleo diesel mineral, sendo um produto atoxico, biodegradavel e renovavel, sendo
considerado menos prejudicial ao meio ambiente quando comparado com o diesel, pois néo é
utilizado enxofre no processo produtivo (CANESIN et al., 2014). A selecdo de matéria-prima
é imprescindivel para definicdo do custo-beneficio do biodiesel produzido, pois influenciara
em diversas variaveis como rendimento, composi¢do e qualidade. Outro fator importante a ser
considerado ¢ a disponibilidade e fonte da matéria-prima a ser utilizada (SILVA, 2019).

As principais matérias-primas utilizadas para a producdo do biodiesel séo os 6leos ve-
getais e 6leos e gorduras residuais de origem animal. Neste sentido, o Brasil possui um leque
de diversidades regionais referentes a clima e solo, tornado uma condigdo satisfatoria para o
cultivo de vérias oleaginosas, sendo a soja a mais produzida no pais. Entretanto, a maior parte
das oleaginosas com potencial para produzir biodiesel séo de origem alimenticia podendo estes
causar impactos negativos devido a concorréncia e a escassez de alimentos, tornando-os mais
caros (MELLO; FILHO; SILVA, 2020).

Lichston e Moreira (2016, p. 71) explanam as caracteristicas desejaveis das matérias-

primas com potencial de producéo de biodiesel:

As caracteristicas desejaveis para uma matéria-prima voltada para producdo
do biodiesel incluem adaptabilidade as condigdes do local de crescimento, viabilidade
regional, alto teor de 6leo, perfil graxo favoravel, compatibilidade com a infraestru-
tura agricola existente, baixa utilizacao de insumos agricolas, uniformidade na matu-
racdo das sementes, mercados potenciais para os subprodutos e a capacidade de se
desenvolver em &reas ndo agricultiveis. Dentre as culturas oleaginosas potenciais para
biodiesel, podem-se citar véarias adaptadas e/ou tolerantes as condic¢des climaticas do
semidrido nordestino.

A matéria-prima mais utilizada na producéo do biodiesel no Brasil, segundo dados do
painel dindmico (matéria-prima) da ANP (2022) é o oleo de soja com cerca de 72 %, seguida
da mistura por outros materiais graxos (gordura de frango, gordura de porco, 6leo de algodéo,
oleo de colza/canola, 6leo de fritura usado, 6leo de milho, 6leo de palmiste) com um percentual
de 12 % (Figura 03).
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Figura 03 — Matéria-prima utilizada para a produc¢do de biodiesel (m3) no Brasil no ano de 2021.
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Fonte: ANP, 2022 (adaptado).

Ainda que as regides sul e centro-oeste e o norte do Brasil dominem a produgédo acumu-
lada de biodiesel (m3), principalmente devido a oferta da soja, mistura por outros materiais
graxo, melhor capacidade instalada, melhor planejamento da producgéo da agricultura familiar,
a regido nordeste, em termos de matéria-prima, possui alto potencial de crescimento de produ-
cdo devido sua vasta diversidade de plantas oleaginosas, dentre elas podemos citar: pequi (C.
brasiliense), babagu (O. barbosiana), macauba (A. aculeata), licuri (S. coronata), oiticica (L.
rigida), buriti (M. flexuosa) e faveleira (C. quercifolius) que possuem caracteristicas fisico-
quimicas adequadas e que podem ser utilizadas na producdo de energia (BELTRAO; OLI-
VEIRA, 2007).

Segundo Oliveira et al. (2017, p. 06), nas regi6es do Norte e Nordeste brasileiros ha a
producdo possivel de matérias-primas nos dendezais (6leo de palmeiras nativas e plantio de
dendé) e nos babacuais (aproveitamento integral do coco). No semiarido nordestino destaca-se
a producdo em lavouras familiares de oleaginosas, principalmente a mamona (OLIVEIRA et
al., 2017). Além da mamona, o algoddo também é encontrado na regido do semiarido nordestino
(MELO, 2016).

Dentre os nove estados que compdem a regido nordeste brasileiro (Alagoas, Bahia, Ce-
ara4, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte e Sergipe), uma area
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territorial esta inserida no semiarido, apresentando secas constantes. Com isso, a maioria das
culturas se adaptam a essas condic¢des climaticas peculiares dessa regido com menor exigéncia
de &gua para irrigacdo (SIMONELLI; PIRES; SANTOS, 2017).

3.2.1 Pequi

Palavra oriunda do tupi, o pyqui significa casca espinhosa (py = casca e qui = espinho),
provavelmente por ser uma caracteristica peculiar do caroco do fruto, que é revestido por finos
espinhos. E um fruto tipico do cerrado brasileiro, o segundo maior bioma brasileiro, com uma
extensdo aproximada de 24% do territorio nacional (Figura 04). Em média, na regido do cerrado
é comum ocorrer 25 pequizeiros por hectare, podendo chegar a 100 em locais de vegetacdo
fechada (OLIVEIRA, 2010). A producdo do Pequi possui importancia econémica para a agri-
cultura regional, principalmente nos estados do Mato Grosso, Goias, Distrito Federal, Minas
Gerais, Parang, Parg, Piaui, Maranhdo e Ceara (OLIVEIRA, 2010; RIBEIRO, 2010).

Figura 04 — Mapa de ocorréncia do Pequi no Brasil.
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O pequi pertence a familia das Caryocaraceae e ao género Caryocar sendo que geral-
mente apresenta entre 1 e 5 améndoas, polpa amarelada contendo 6leo, envolvendo uma fina
camada de espinhos, um exocarpo de coloracdo verde, contendo em sua por¢cdo mais interna
uma améndoa de cor branca também rica em éleo (Figura 05). O género Caryocar possui 16
espécies que sdo pertencentes a familia Caryocaraceae de ocorréncia nas Américas Central e
do Sul. Nas areas de cerrado da regido nordeste do Brasil a espécie Caryocar coriaceum é a
mais preponderante e geralmente sdo encontradas na chapada do Araripe no estado do Cear3,
Pernambuco e Piaui (OLIVEIRA, 2010; RIBEIRO, 2010; FERREIRA, 2019; PESSOA, 2013).

Figura 05 — (a) Pequi inteiro (exocarpo). (b) Pequi seccionado (améndoas e mesocarpo externo). (c) Améndoa
com corte longitudinal (Améndoa e endocarpo com espinhos).

(b)
Fonte: DEUS, 2008; MEDEIROS, 2009 (adaptado).

O fruto do pequi é composto por um exocarpo que protege todo o fruto, dentro e ligado
a ele esta 0 mesocarpo externo, ambos compreendendo a parte fibrosa que representa cerca de
84% do peso total do fruto. Rodeado pelo mesocarpo externo esta a estrutura interna do fruto,
onde podem ser encontradas de uma a cinco unidades. Esta parte € composta por um mesocarpo
interno, de onde € extraida a polpa. No seu interior encontra-se o endocarpo (onde se concen-
tram os espinhos) e na estrutura central existe uma améndoa. Essas estruturas podem ser repre-

sentadas na Figura 06.

Figura 06 — Estrutura morfol6gica do fruto do pequi.
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Fonte: GUIMARAES et al, 2022 (adaptado).
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O pequi pode ser consumido simplesmente pelo cozimento em agua e sal, como também
pode ser associado a carnes, frangos, arroz, licores, doces, entre outros. Além da contribuicéo
deste produto para a sobrevivéncia das comunidades em termos de alimentacdo, pode também
ajudar na geracdo de renda para os agroextrativistas (OLIVEIRA, 2010).

Segundo Lima (2019, p. 07), os frutos de pequi (Caryocar coriaceum) oriundos do Ma-
ranhdo e Piaui apresentam massa média do caro¢o de 25,9 g e da améndoa de 1,8 g.

A producdo do pequi € maior nos periodos de seca com safra entre os meses de novem-
bro e fevereiro, dependendo da regido, sendo que no periodo de chuva, sua frutificacdo é irre-
gular e por isso, torna-se comprometida (PESSOA, 2013).

Baseados nos dados obtidos do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE),
em 2020, no Brasil, ocorreu um aumento significativo na producéo de pequi em torno de 230%
em comparacdo ao ano de 2014, e de 127% com em relacdo ao ano de 2019 (Figura 07). O
aumento deve-se a atuacdo do Grupo de Trabalho, formado pela Companhia Nacional de Abas-
tecimento (Conab) e IBGE, que a partir de contatos informados pela companhia, resultou na
qualificacdo do levantamento de dados, realizado pelo instituto, e na elevacéo da estimativa de
safra, devido ao pequi apresentar outras formas de comercializacdo agregando valor: polpa,
conserva, castanha, 6leo, farinha. 1sso fez com que a cultura atingisse novos mercados mos-

trando uma tendéncia de crescimento de producdo para os anos posteriores (CONAB, 2022).

Figura 07 — Série historica da producdo de Pequi no Brasil até 2020.
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Em relagdo a producdo acumulada de pequi por estado no ano de 2020, de acordo com
os dados do IBGE (Figura 08), o estado de Minas Gerais (MG) detém cerca de 52% da producao
nacional, seguido do estado de Tocantins (TO) com 40%.

Figura 08 — Acumulado da produc¢do de Pequi por estado no Brasil em 2020.
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3.2.2 Formas de extracéo do 6leo de pequi

As principais formas de extracdo do 6leo de pequi sdo por: agdo mecanica, solventes,
cozimento e por extracao supercritica (RIBEIRO, 2010; OSTER, 2013).
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Quadro 1 — Comparativo das formas de extracao do 6leo de pequi

FORMA DE EXTRAGAO CARACTERISTICAS

. Secagem em estufas; améndoas lavadas e prensadas; 12 filtragem para separa-
Mecanica ¢ao do 6leo da torta; 22 filtragem do 6leo; desvantagem: 15% do 6leo fica retido na
torta.

Consiste na dissolucdo dos componentes da amostra em solvente liquido (he-
xano); despolpados e colocados em estufa para secagem; triturados em um
Solventes multiprocessador; colocadas juntamente a solventes apolares em balGes se-
guida de filtracdo e por fim, recuperacéo do solvente em estufa; desvantagens:
o custo, a inflamabilidade e a toxidade.

Processo artesanal; cozidos em recipientes metalicos contendo 4gua por um
tempo aproximado de 40 minutos; separados da dgua utilizando-se uma escu-
Cozimento madeira despolpados e a polpa gerada é colocada novamente para cozimento;
6leo liberado fique em suspensao; sobrenadante gerado é retirado com auxilio
de uma colher; novamente é cozido em fogo baixo para a retirada ao maximo

da &gua. Por fim, filtrado. Desvantagem: presenca de contaminantes.

Fluidos supercriticos atuam como solventes para a extracao de 6leos; a subs-

tancia se encontra acima das suas temperaturas e pressdes criticas; alta seleti-

Supercritica vidade, pois é possivel determinar condigGes 6timas para a extragéo do 6leo

utilizando-se da varia¢do na temperatura e pressdo na operacéo. Utilizagéo de

solvente atoxico e ndo inflaméavel (CO,) e baixas temperaturas Desvantagem:
requer altas pressdes no processo.

Fonte: RIBEIRO, 2010; OSTER, 2013; ALMEIDA et al., 2018; DEUS, 2008 (adaptado).

A quantidade obtida do dleo vegetal do pequi é dependente de alguns fatores como:
fatores climaticos, espécie, colheita e modo de extracdo, sendo utilizado para diversas aplica-
cOes destacando-se a industria de alimentos, aplicacbes medicinais, industria de cosméticos e
de biocombustiveis (OSTER, 2013).

Com base nos estudos da literatura, 0os quatro componentes majoritarios na améndoa de
pequi (Cariocar brasiliense), sdo: os lipideos (51,5%), as proteinas (25,3%), os carboidratos
(8,3%) e a fibra alimentar (2,2%), apresentando um baixo teor de umidade (8,7%) e um teor
elevado de minerais representado pelas cinzas (4,0%). J& com relacdo a composi¢do quimica
dos triglicerideos referentes aos acidos graxos, sdo encontrados os seguintes: acido oleico (47-
60%) e o &cido palmitico (31-40%) como componentes majoritarios, ao passo que o acido lino-
leico (0,96-2,38%) e 0 acido estearico (2,61-4%) sdo encontrados em menor quantidade na
composicdo (Lima et. al., 2007 apud LIMA, 2019, p. 07; FERREIRA, 2019).

Com relacdo ao material graxo, altas concentracGes de acido oleico sdo encontrados
(C18:1) tanto no oleo do carogo quanto da polpa, que devido as suas caracteristicas peculiares
de estabilidade oxidativa e presencga de carotenoides, tornam-se fatores bastante interessantes
para a producdo do biodiesel (GUIMARAES, 2015).
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As caracteristicas de atividade antioxidante observadas por substancias constituintes do
seu Oleo tornam o uso do pequi bastante interessante para fins de producdo de biodiesel, uma
vez que o processo de oxidagdo é consideravelmente reduzido, sendo destaque em relacéo a
maioria dos 6leos vegetais que apresentam este processo como fator limitante. Com isso, 0 6leo
de pequi eleva a estabilidade quimica dos bioprodutos para diversas aplicacfes especificas
(FERREIRA, 2019).

3.3 Especificacao do biodiesel

Ao longo dos anos a especificacdo do biodiesel produzido no Brasil tem sido ajustada
através do alinhamento das normas nacionais com as internacionais garantindo uma posicéo de
destague mundial, onde juntamente com o etanol, fortalecem cada vez mais a participacdo dos
biocombustiveis na matriz energética nacional (ANP, 2020).

Os parametros regulatérios para o controle das especificacdes do biodiesel no Brasil
estdo estabelecidos através da Resolucdo da ANP 45/2014 de 25.08.2014 (Tabela 1) (SILVA,
2019). A andlise do produto devera ser realizada em amostra representativa obtida segundo 0s
métodos ABNT NBR 14883 - Petroleo e produtos de petréleo - Amostragem manual, ASTM
D 4057 - Practice for Manual Sampling of Petroleum and Petroleum Products ou ISO 5555 -
Animal and vegetable fat sand oils - Sampling. (ANP, 2014).
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Tabela 1 — Principais parametros de especificacdo do biodiesel no Brasil.

METODO
CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE ABNT
NBR ASTM D EN/ISO
EN ISO
. 7148 1298 3675
Massa especifica a 20°C kg/m? 850 a 900
14065 4052 EN ISO
12185
Viscosidade Cinematica ) ENISO
2 40°C mm2/s 3,0a6,0 10441 445 3104
. . EN ISO
Teor de 4gua, max. mg/Kkg 200,0 - 6304 12937
Ponto de fulgor, min. (4) °C 100,0 14598 93 EN 1SO
3679
o . 14448 664
Indice de acidez, méx. mg KOH/g 0,50 EN 14104
15771
6584 EN 14105
Glicerol livre, méx. % massa 0,02 15908
- EN 14106
) 15344 6584 (5)
Glicerol total, max. (10) % massa 0,25 EN 14105
15908 -
Teor de éster, min % massa 96,5 15764 - EN 14103

Fonte: ANP, 2014 (adaptado).
O produto denominado “Biodiesel B100” deve cumprir as especifica¢des fisico-quimi-
cas determinadas pela ANP para que possa substituir total ou parcialmente o 6leo diesel de
petr6leo em motores ciclo diesel automotivos.

3.4 Principais processos de producao de biodiesel

Neste topico, serdo abordados os métodos de obtencdo de biodiesel por transesterifica-

cdo e a hidroesterificagéo.
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3.4.1 Transesterificacao

Atualmente, para fins de producdo comercial de biodiesel, o processo mais comumente
utilizado é a transesterificagdo, também conhecida como alcodlise e que encontra-se represen-
tada na Figura 09. Este processo consiste em triglicerideos (triacilglicerol) reagindo com um
alcool de cadeia curta com a presenca de catalisadores e gerando ésteres alquilicos e também
um subproduto denominado glicerol. Os catalisadores usados podem ser homogéneos (&cido ou
basico) ou heterogéneos (4cido, basico ou enzimatico) (VILLADIEGO; ROA; BENITEZ,
2015).

Figura 09 — Esquema da transesterificacdo de um triglicerideo genérico com metanol.

i
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HC—0—C—R? + 3 CH;0H R*C-OCH, + HG—OH
H.C @ + H,C
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Triglicerideo ou . Mistura de_ Glicerol
Triacilglicerol Esteres Alquilicos
(Oleo Vegetal) (Biodiesel)

Fonte: RINALDI et al., 2007.

O metanol e etanol séo os dois alcoois mais utilizados no processo de transesterificacdo
para obtencdo de biodiesel (SANTIN, 2013). O metanol é mais reativo, sendo que 0s ésteres
metilicos de &cidos graxos produzidos sdo menos viscosos e mais volateis, além de ser mais
barato quando comparado ao etanol. Entretanto, 0 metanol é mais toxico que o etanol por ser
derivado de gés natural oriundo de hidrocarbonetos. No geral, é necessaria uma proporgédo mo-
lar de alcool a triglicerideo de 3:1 para a obtengdo de uma reacdo estequiometrica completa
(ORTEGA; MERCADO; ARRIETA, 2014). Todavia, um amplo excesso de alcool, usualmente
6:1 ou 12:1, é utilizado para deslocar o equilibrio quimico a fim de maximizar a producéo de
ésteres graxos (RAMOS et al., 2011).

Existem dois mecanismos de reacéo de transesterificacéo classificados de homogéneos
e heterogéneos. Ambos possuem principios analogos quando utilizados sistemas basicos e aci-
dos baseados nas caracteristicas nucleofilicas e eletroliticas do grupo carbonila dos tricilglice-

rideos e alcool, sendo que na catalise heterogénea a adsorcao das espécies e a dessor¢ao dos
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produtos ocorrem na superficie do catalisador solido (ORTEGA; MERCADO; ARRIETA,
2014). A catalise heterogénea ainda € pouco utilizada em escala industrial, mesmo apresentando
algumas vantagens em relacdo aos catalisadores homogéneos, dentre elas: a reutiliza¢éo do ca-
talisador; menor consumo de agua na purificacdo do biodiesel; melhor qualidade do glicerol e
reducdo do impacto ambiental. Em contrapartida, esta rota catalitica é mais lenta e possui custo
elevado dos catalisadores (GAMA; GIL; LACHTER, 2010).

O processo de transesterificacdo provoca a reducdo da viscosidade e aumento da vola-
tilidade do 6leo, o que pode proporcionar um melhor desempenho em motores movidos a diesel.
Alguns parametros devem ser observados para a realizacdo do processo de transesterificagéo,
sendo: a quantidade de acidos graxos livres (AGL) nos Gleos e gorduras; o efeito da razdo molar
entre 0s reagentes; os tipos de catalisadores possiveis; o efeito do tempo de reacdo; o efeito da
temperatura que varia em funcao dos tipos de 6leos, gorduras e dos catalisadores (SANTIN,
2013).

3.4.1.1 Catdlise quimica acida

Esse tipo de catalise geralmente é utilizado quando o 6leo possui alto teor de AGL e
agua (COSTA, 2011). Dentre os acidos mais utilizados na reacdo de transesterificacdo, tem-se
0 &cido cloridrico (HCI), &cido sulfarico (H2S0O4), &cido fosforico (HsPOs) e &cidos organicos
e sulfénicos (GAMBA, 2009).

Sobre 0 mecanismo de transesterificacdo catalisado por acidos, inicialmente ocorre ati-
vacdo da carbonila do triacilglicerol formando uma carbocétion, tornando apto ao ataque nu-
cleofilico do alcool, sendo que apds a adicdo do nucledfilo ocorre um prototropismo intermo-
lecular permitindo a eliminacéo do grupo abandonador — diglicerideo, promovendo a desproto-
nacao da carbonila do novo éster formado (Figura 10) (COSTA, 2011; RAMOS, et al., 2011).



35

Figura 10 — Mecanismo de transesterificacdo catalisado por acidos.
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Fonte: COSTA, 2011.

Apesar dos catalisadores &cidos promoverem altos rendimentos (acima de 90%) no pro-
cesso de transesterificacdo em ésteres alquilicos, a reacdo é considerada lenta, geralmente re-
guerendo uma alta razdo molar alcool/6leo e altas temperaturas para atingir uma boa conversédo
(GAMBA, 2009; COSTA, 2011).

Na transesterificacdo com catalisadores &cidos a principal vantagem em relagdo aos ca-
talisadores basicos é que a quantidade de AGL ¢ irrelevante, possibilitando o uso de 6leos com
menor valor agregado, assim diminuindo os custos. Entretanto, requer mais energia devido as
condicdes e varidveis do processo. Razdes molares alcool/6leo em torno de 30:1, temperaturas
préximas de ebulicdo do alcool e tempo minimo de trés horas sdo variaveis geralmente utiliza-
das para a completa cinética da reagdo (RAMOS et al., 2011).

Outro inconveniente na transesterificagdo em meio acido sdo os residuos do catalisador,
pois estes podem acarretar problemas para os equipamentos e partes metalicas de motor cau-
sando corrosédo. Para evitar esse problema é necessaria a realizacdo de diversas etapas de puri-

ficacédo, o que requer grande quantidade de agua nesse processo (GAMBA, 2009).
3.4.1.2 Catélise quimica basica
O hidroxido de sodio e de potassio séo os catalisadores basicos mais utilizados em pro-

cessos industriais para a producdo de biodiesel, pois proporcionam maior velocidade de reacéo

do que a conversdo de catalisadores acidos para a transesterificagdo de triglicerideos em
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biodiesel (VILLADIEGO; ROA; BENITEZ, 2015). Catalisadores basicos s&o facilmente ma-
nipulaveis e menos corrosivos que os catalisadores &cidos, sendo que o rendimento na transes-
terificacdo é considerado elevado, na ordem de 90% (COSTA, 2011).

Exigem menores razdes molares entre o alcool e o déleo vegetal, culminando assim em
altas conversdes (acima de 90%), e com isso, 0 processo de transesterificacdo é considerada
aproximadamente 4000 vezes mais rapido quando comparado um catalisador &cido com a
mesma quantidade, além de serem considerados menos corrosivos. Estas caracteristicas justifi-
cam o porqué da utilizacdo dos catalisadores basicos tradicionais em larga escala na industria
de producéo do biodiesel (GAMBA, 2009).

Operacionalmente, as faixas de temperatura em que as reacoes de transesterificacdo via
alcalis geralmente ocorrem ¢ de 25 a 120°C. Neste processo, para que ndo ocorram problemas
operacionais, o 0leo deve apresentar baixa acidez (<0,5%) e tanto o alcool quanto o 6leo devem
ser isentos de d&gua (GAMBA, 2009).

Alguns infortinios sdo apresentados nesse tipo de processo, um deles é a producgéo de
sabdo obtido pela saponificacdo dos glicerideos e/ou dos ésteres monoalquilicos formados,
como também pela neutralizacdo dos acidos graxos livres (Figura 11) (COSTA, 2011). O éleo,
principalmente o que apresenta altos teores de acidos graxos livres, ocasiona o consumo impro-
dutivo de alcalis e assim forma os sabdes aumentando a viscosidade, formando emulsdes e gel,
dificultando a separacéo dos produtos (ésteres e glicerol) ao final da reacdo. O sabdo € formado
exatamente quando a reacao dos hidroxidos com o alcool leva a formacéo de agua que promove
a formacdo de AGL podendo desativar o catalisador basico levando a hidrélise de algum éster
produzido (GAMBA, 2009).

Figura 11 — Reacdes secundérias que podem ocorrer durante a transesterificacdo de 6leos vegetais.
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Fonte: COSTA, 2011.

As reacdes secundarias consomem parte do catalisador dificultando a separagdo do gli-
cerol e purificagdo do biodiesel, além de diminuir o rendimento da transesterificacdo. Uma al-
ternativa para corrigir esse problema é utilizar o catalisador alcalino em excesso na reagdo para
depois remover com &gua, porém, tal estratégia eleva o custo de separagédo do produto (COSTA,
2011).
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3.4.1.3 Catalise enzimatica

Nesse tipo de catalise, enzimas livres ou imobilizadas sdo utilizadas no processo de
transesterificagdo. E caracterizada por requerer menos energia no processo, pois as temperatu-
ras de operacdo geralmente sdo brandas, além de apresentar maior facilidade de purificagdo dos
ésteres produzidos e separacao do glicerol gerado como subproduto no final da reagdo (SAN-
TIN, 2013). Embora os processos que utilizam enzimas sejam caros, a producdo de biodiesel
por catalise enzimatica é considerada ecologicamente mais viavel e com rendimentos compati-
veis (70-90%) quando comparados as catalises por rotas quimicas. Reduzem os custos de ener-
gia no processo, bem como tendem a ter menores custos de tratamento de residuos (RODRI-
GUEZ et al., 2014; RAMOS et al., 2011).

Quando adicionadas na forma livre no reagente, sua atividade catalitica € diminuida
quando em contato direto com o alcool dificultando a sua recuperacao no final do processo. A
fim evitar esse inconveniente, as enzimas sdo imobilizadas em suportes especificos onde as
lipases, aderindo ou ficando confinadas as particulas sélidas, mantendo assim sua atividade
catalitica favorecendo o seu reaproveitamento. Os principais suportes de imobilizacdo utiliza-
dos sdo: filossilicato sol-gel, suportes de polipropileno, celite, resinas de troca ibnica e espumas
de poliuretano reticulado (GONZALEZ; GALLEGO; CASTANEDA, 2010).

Com relagdo aos tipos de alcoois utilizados no processo de sintese de biodiesel, os mais
comuns sdo: etanol e metanol, sendo este Gltimo o mais utilizado devido a facil separacdo do
produto, maior taxa de reacdo e maior rendimento de biodiesel, entretanto, a enzima pode ser
inativada se este for adicionado no processo de forma integral. Uma alternativa ao uso do me-
tanol é a utilizacdo do etanol por ser menos agressivo as lipases, menos reativo, além de ser
menos toxico, devido ser uma fonte renovavel, o que confere ao seu uso caracteristica de sus-
tentabilidade (MIRANDA, 2020).

Outro fator primordial a ser considerado nas reacGes de producédo de biodiesel por rota
enzimatica € o teor de agua. Isto porque a dgua possui papel fundamental da manutengéo da
estrutura tridimensional da enzima, sendo responsavel pela &rea interfacial de atuagdo das
enzimas, principalmente quando na forma sollvel. Altos teores de agua obtidas da matéria-
prima e da gerada a partir da esterificagéo de acido graxo e alcool ocasiona hidrolise acarretando
na diminuigéo da taxa de reacdo e no rendimento de producdo. J& com baixos teores de agua
ocorre 0 aumento da concetracdo do alcool na fase aquosa podendo inativar o catalisador
enzimatico. Neste caso, um aumento na agitacdo da mistura se faz necessario a fim de atingir
uma determinada area interfacial (MIRANDA, 2020).
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3.4.2 Hidroesterificacao

Em escala industrial, a tecnologia mais empregada para a producdo de biodiesel € a
transesterificacdo alcalina homogénea, principalmente porque este tipo de processo geralmente
alcanca elevados rendimentos de ésteres (até 99%) em um tempo geralmente baixo. Entretanto,
alguns inconvenientes do processo sdo observados, sendo: necessidade de matéria-prima refi-
nada com baixo teor AGL se teor de agua a fim de evitar a formacéo de sabdo como subproduto
da reacdo, além da dificuldade de separacéo do catalisador e producdo de dgua residual. Diante
destes inconvenientes, surge uma alternativa tecnoldgica bastante promissora para a producao
de biodiesel denominada de hidroesterificagéo (Figura 12) (MELLO; FILHO; SILVA, 2020).

Figura 12 — Esquema do processo de hidroesterificacéo.
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Fonte: PONTE, 2017 (adaptado).

A hidroesterificacdo € um processo realizado em duas etapas, sendo a primeira a hidro-
lise dos tri, di e monoacilglicerois contidos nos 6leos de origem vegetal e animal produzindo
acidos graxos e glicerol de alta qualidade; e a segunda, esterificacdo dos &cidos graxos formados
na primeira etapa com um &lcool de cadeia curta, podendo ser um metanol ou etanol gerando
ésteres de acidos graxos e agua (Figura 13). Este processo favorece a utilizagdo de matérias-
primas de qualquer teor de &cidos graxos e umidade, uma vez que todos os triacilglicerideos
presentes no 6leo serdo transformados em &cidos graxos pelo processo de hidrolise. Sabendo
que cerca 80% do custo de producao do biodiesel ¢ justificado pelo custo da matéria prima, a
hidroesterificagdo pode se tornar um interessante e importante processo com viabilidade téc-
nico-econémica para producédo do biodiesel (LAGE et. al., 2019; GOMES, 2009; MELLO; FlI-
LHO; SILVA, 2020).
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Figura 13 — Reacdo de Hidroesterificacdo — (a) Hidrdlise do triacilglicerol. (b) Esterificacdo de acidos graxos
livres.
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Fonte: FILHO; SILVA, 2020.

Tanto na etapa de hidrélise quanto na de esterificacdo no processo de hidroesterificacdo
para a producdo de biodiesel, podem ser utilizadas as seguintes formas de catalise: catalise ho-
mogénea, heterogénea, enzimatica e sem catalisador, com condi¢6es reacionais sub- ou super-
criticas (SANTOS et. al., 2015).

Segundo Mello, Filho e Silva (2020), o uso de catalisadores homogéneos possui um
menor custo de producdo quando comparado com os catalisadores heterogéneos ou enzimati-
cos. Entretanto, estes primeiros necessitam de maiores tempos de reacdo e podem degradar 0s
acidos graxos pela adicdo de catalisador em excesso.

Para Santos et. al. (2015), a hidrdlise &cida favorece consideravelmente a conversao de
triacilglicerideos em acidos graxos livres, que quando esterificados para a formacéo de ésteres,
podem chegar a 99% de conversdo, obtendo agua como subproduto que pode ser reaproveitada
NO Processo.

No contexto geral do processo de hidroesterificacdo utilizando a catalise enzimatica he-
terogénea, Mello, Filho e Silva (2020) relatam que esta rota elimina os problemas causados
pelos catalisadores homogéneos convencionais, pois as enzimas utilizadas apresentam facili-
dade de separacdo do catalisador do meio reacional podendo, inclusive, reutiliza-las por diver-
sas vezes, apresentando pouca ou nenhuma geragédo de efluentes e subprodutos, gerando pro-
dutos de elevada pureza através da utilizacdo de temperaturas brandas prevenindo a degradacéo
do produto de interesse, reduzindo assim, custos com energia, tornando-se uma pratica ambi-

entalmente correta.
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Com relacdo a catélise enzimética utilizada da etapa de hidrdlise, Santos et. al. (2015)
afirmam que esta proporciona elevadas conversdes de triacilglicerideos em acidos graxos; en-
tretanto, esse tipo de reacao requer controle rigido de pH e tempo de reacdes prolongadas.

A principal vantagem da utilizacdo da hidroesterificacdo para producéo de biodiesel em
relacdo a transesterificacdo, é que nesse processo sdo aceitas matérias-primas diversas com
baixo custo agregado sem necessidade de pré-tratamento, sendo os 6leos brutos de origem ve-
getal e animal alternativas para a producdo de biodiesel em detrimento aos 6leos refinados.
Neste processo o teor de acido graxo livre ndo é relevante para a especificacdo da matéria-prima
aser utilizada (SANTOS et. al., 2015). As principais vantagens da hidroesterificacdo em relacédo
a transesterificacdo podem ser observadas no Quadro 2.

Quadro 2 — Comparativo do processo de hidroesterificacdo x transesterificacéo.

HIDROESTERIFICACAO

TRANSESTERIFICACAO

Uso de qualquer tipo de matéria prima graxa, com
qualquer acidez e umidade (custo mais baixo)

Uso de matérias primas somente refinada, com
acidez (0,1 mg NaOH/g, méx.) e umidade (0,1 %
v/v, méx.) definidas, elevando o custo.

Na esterificacdo apenas agua é gerada como
subproduto, sendo ainda totalmente reaproveitada

Gera sabdes, 0 que afeta o rendimento da produ-
cdo e dificulta a separagéo biodiesel/glicerina

Maior pureza do biodiesel obtido, sem a necessi-
dade de lavagem, requerendo apenas secagem

O biodiesel contém contaminantes (sabdes) e re-
quer sua purificacéo (etapa de lavagem com cen-
trifuga)

Alta pureza da glicerina obtida, com baixo custo
de purificacdo. Glicerina considerada de grau ali-
menticio.

Glicerina contém contaminantes (sabdo, sal, al-
cool, residuos graxos) dificeis de separar, com
alto custo de processo (ndo pode ser considerada
grau alimenticio)

N&o requer tratamento de efluentes, pois
ndo tem residuos liquidos e sélidos

Requer tratamento de efluentes

Fonte: SANTOS et. al., 2015 (adaptado).

3.4.2.1 Hidrolise

A hidrdlise pode ser entendida como uma reagdo quimica que ocorre entre um triacil-
glicerideos de um 6leo de origem animal e vegetal com agua, podendo ocorrer na presenca de
catalisadores &cidos ou basicos, produzindo acidos graxos como produto de interesse principal
e o glicerol como subproduto sendo caracterizada por um aumento gradual na velocidade da
reacdo, devido ao aumento da solubilidade da &gua nos acilglicerideos (mono- e di-), sendo que

0s principais fatores que afetam esta reacdo sdo: tipos de catalisadores, temperatura, teor de
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agua no meio reacional e concentracdo de glicerol liberado na fase aquosa (GOMES, 2009;
SANTOS, 2016).

Segundo Aranda (2014), existe uma viabilidade consideravel no uso da hidrolise através
do catalisador acido, uma vez que favorece a transformacéo completa dos triacilglicerideos em
AGL que podem ser esterificados para formar ésteres, principalmente com matérias-primas
como oOleos de frituras, gorduras advindas da industria, 6leos de plantas oleaginosas e borras

acidas de refino de 6leos de origem vegetal.

3.4.2.2 Esterificacao

A esterificacdo consiste na formacao de ésteres alquilicos a partir da reacdo entre um
acido graxo e um alcool de cadeia curta podendo ser o etanol ou metanol, geralmente em altas
temperaturas, obtendo também, &gua como subproduto. A reacédo de esterificacdo pode ser tanto
catalisada por acidos fortes, sendo o &cido sulfdrico o mais comumente utilizado, como também
por catalizadores enziméticos (SANTOS et al., 2015; SANTOS, 2011).

A catélise &cida na reacdo de esterificacdo pode ser utilizada diretamente na producéo
de biodiesel, principalmente por meio de 6leos e gorduras nao refinados e de baixa qualidade
gerando altas convers@es (acima de 90%) de acidos graxos em ésteres e velocidade de reacdo
quando comparado com o processo de transesterificacdo, visto que neste Ultimo ocorre em trés
etapas reacionais com formacdo de intermediarios, sendo que na esterificacdo ocorre apenas em
uma unica etapa (SANTOS et al., 2015).

A razdo molar alcool: 6leo, a quantidade de catalisador e a temperatura de reagdo sao as
principais variaveis que podem interferir na taxa e eficiéncia da conversao de acidos graxos em

ésteres numa reacao de esterificacdo (SANTQOS, 2011).

3.4.2.3 Acidos graxos

Oleos vegetais e gorduras animais s&o os lipidios geralmente encontrados na natureza
que apresentam estruturas relacionadas, sendo essencialmente compostos por uma mistura de
triglicerideos contendo uma variedade de acidos graxos que podem diferir no comprimento da
cadeia e no grau de saturacdo (SOUZA, 2019).
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No geral, 0s 6leos vegetais possuem maior propor¢do de triglicerideos com &cidos gra-
X0s insaturados e pontos de fusdo mais baixos, isso porque as ligagdes duplas C=C introduzem
curvaturas e torcOes nas cadeias de hidrocarbonetos, tornando a formacao de cristais mais difi-
cil. Com isso, quanto mais ligacdes duplas existem na cadeia, mais dificuldades as moléculas
terdo de se cristalizarem, e menor é o ponto de fusdo desse tipo de 6leo, o que justifica serem
liquidos a temperatura ambiente (SOUZA, 2019).

Ja com relacdo as gorduras, na sua grande maioria, séo de origem animal e sdo formadas
por triglicerideos que contém acidos graxos saturados ou monoinsaturados, onde estas cadeias
saturadas possuem uma forma uniforme que possibilita empacotamento mais eficiente em uma
rede cristalina, fazendo com que os triglicerideos apresentem pontos de fusdo relativamente
elevados, o que justifica uma caracteristica de solidez as gorduras na temperatura ambiente
(SOUZA, 2019).

Acidos graxos sdo compostos de &cidos carboxilicos de cadeias longas contendo hidro-
génio e carbono, sendo este Gltimo variando de 4 a 36 carbonos. Entretanto, os acidos graxos
de ocorréncia mais comum em 6leos vegetais e gordura animal apresentam nimero par de ato-
mos de carbono, de 12 a 24, em uma cadeia ndo ramificada (Tabela 2). Os acidos graxos satu-
rados mais encontrados sdo os acidos palmitico (C16) e os &cidos estearico (C18); ja insatura-
dos, sdo os &cidos oleico e linoleico (ambos C18) (SOUZA, 2019).
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Tabela 2 — Estrutura, nomenclatura, nome sistematico e formula molecular dos principais acidos graxos de
ocorréncia natural.

ESTRUTURA  NOMECOMUM G rliitics  MOLECULAR
12:0 Laurico Dodecandico Ci12H2402
14:0 Miristico Tetradecandico Ci14H2802
16:0 Palmitico Hexadecandico Ci6H3202
16:1 Palmitoleico 9Z-Hexadecenoico Ci6H3002
18:0 Esteérico Octadecanoico Ci8H3602
18:1 Oleico 9Z-Octadecendico Ci8H3402
18:2 Linoleico 97,127 C1H3202

Octadecadiendico
18:3 Linolénico 97,127,152 C18H300-
Octadecatriendico
20:0 Araquidico Eicosandico Ca0H1002
22:0 Behénico Docosanoico C22H140:
22:1 Erucico 13Z-Docosenoico C22H120;
24:0 Lignocérico Tetracosandico Ca4H1502

Fonte: SOUZA, 2019 (adaptado).

Segundo Souza (2019), devido a livre rotacdo em torno de cada ligacdo carbono-car-

bono, as cadeias de carbono de acidos graxos saturados podem adotar varias conformacoes,

entretanto a mais estavel é a totalmente estendida, pela qual o impedimento estérico dos a&tomos

vizinhos é minimizado. Agrupam-se de forma compacta, em arranjos quase cristalinos.

A Figura 14 apresenta um exemplo genérico de empacotamento a nivel molecular dos

o6leos e gorduras.

Figura 14 — Simulacéo da estrutura molecular de um 6leo e de uma gordura.

Moléculas de um éleo

Moléculas de uma gordura

Fonte: BRUICE, 2006 (adaptado).
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3.5 Enzimas

As enzimas sdo proteinas formadas por subunidades de aminoacidos combinadas por
ligacGes peptidicas, que possuem entre 62 e 2500 residuos de aminoacidos e sdo consideradas
catalisadores sustentaveis. Estes residuos formam entre si ligagGes do tipo covalentes entre gru-
pos carboxilicos e aminas gerando grandes cadeias polipeptidicas de estruturas complexas. Sao
biocompativeis, biodegradaveis e sao derivados de recursos renovaveis. O numero de enzimas
disponiveis comercialmente e a gama de aplicacdes estdo aumentando gradualmente. Desde a
antiguidade que as enzimas sdo conhecidas e exploradas, sendo atualmente utilizadas em varios
segmentos das industrias, como alimentos, laticinios, produtos farmacéuticos, detergentes, téx-
teis, papel e celulose, racdo animal, couro e cosméticos (SOUZA, 2013; HOUDE; KADEMI;
LEBLANC, 2004).

Segundo Silva et al. (2020), estima-se que no mercado mundial de enzimas obtenha no
periodo de 2019 a 2026 uma taxa de crescimento anual por volta de 6,75%, passando de U$ 8,8
bilhdes em 2018 para U$ 13,79 bilhdes até 2026. Este aumento de em torno de 68% no referido
periodo é atribuido ao uso das enzimas em diversos setores da industria, tais como, processa-
mento de alimentos, papel, biocombustiveis, detergentes bioldgicos, setores de biologia mole-
cular, entre outros.

Considerando a principal reagéo catalisada, as enzimas séo classificadas em seis classes,
cada uma com subclasses, com base nos tipos de reacGes que catalisam, a saber:
oxidorredutases, transfereases, hidrolases, liases, isomerases e ligases (VESCOVI, 2012).

Existem muitas razdes para o crescente interesse na utilizacdo de enzimas em reacdes
quimicas em comparagao com processos de sinteses organicas convencionais, dentre elas po-
demos citar: alto grau de especificidade, condi¢des de reacdo moderadas, normalmente a tem-
peratura ambiente e em pH préximo da neutralidade, diminui¢do nas reacdes colaterais e sim-
plicidade de recuperacdo. Além disso, 0s processos quimicos utilizando enzimas consomem
menos energia e, consequentemente, reduzem a extensao da degradacéo térmica e geram menos
residuos. Em suma, 0s processos enzimaticos sdo mais ecoldgicos, mais econdmicos e mais
sustentaveis. Consequentemente, nas Ultimas duas décadas, a biocatalise surgiu como uma tec-
nologia importante para atender a crescente demanda por fabricacdo de produtos quimicos ver-
des e sustentaveis (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004; SHELDON; PELT, 2013; SOUZA,
2013).

Souza (2013) relata que é através da interacdo da enzima-substrato que se atribui a fun-

cdo catalitica da enzima devido a realizacdo de orientacdo favoravel na formacgdo deste
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complexo. O substrato liga-se a regido ativa da enzima e parte da sua especificidade catalitica
depende também da natureza das ligacGes envolvidas. Essas ligacGes dependem do arranjo pre-
cisamente definido dos atomos no sitio ativo.

Dentre todas as enzimas, as lipases estdo ganhando cada vez mais importancia, sendo
utilizadas na maioria das &reas tecnoldgicas que envolvam aplicagdes com enzimas, principal-
mente devido as suas propriedades em termos de enantiosseletividade, regiosseletividade e am-
pla especificidade de substrato (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004).

3.5.1 Lipases

As lipases sdo enzimas que catalisam naturalmente a hidrolise de cadeias longas de tri-
glicerideos insoltveis em meio aquoso (diacilglicerois, monoacilglicerdis e glicerol) e outras
formas de ésteres insollveis de acidos graxos. Essas propriedades permitem que elas sejam
empregadas em diferentes reacfes bioquimicas, incluindo esterificacdo, transesterificacdo, in-
teresterificacdo, acidolise, aminodlise, alcodlise e acilacdo. Podem ser encontradas na natureza
em diversos microrganismos como bactérias, fungos e nas leveduras. Geralmente séo estaveis
em solugbes aquosas neutras a temperatura ambiente e a maioria apresenta sua atividade étima
na faixa de temperatura de 30 a 40°C. O potencial de aplicacdo das lipases é aparente na produ-
cdo de biocombustiveis, compostos organicos sintéticos, detergentes, perfumes, cosméticos,
couro, produtos farmacéuticos, diagndsticos médicos e alimentos. A selecdo de lipase para cada
uma dessas aplicacBes baseia-se na sua especificidade e estabilidade em diferentes sistemas de
solventes. Além disso, as lipases aceitam uma grande variedade de substratos, mantendo sua
regiosseletividade e estereosseletividade. Para fins industriais, ha um interesse maior pelas en-
zimas microbianas, devido a sua facilidade de producdo em larga escala (FAN; QIAN, 2010;
SALIHU; ALAN, 2015; BOA MORTE, 2017; BASTIANELLO, 2011; SOUZA, 2013).

As lipases séo consideradas enzimas versateis principalmente por causa de sua seletivi-
dade, condicdes de reacdo moderadas, capacidade de utilizar ampla gama de substratos, alta
estabilidade em relacdo & temperatura e pH extremos (ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI,
2016).

De acordo com a Uni&o Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IlUBMB),
as lipases sdo classificadas como triacilglicerol hidrolases que, segundo a EC (Enzyme
Commission), possuem a seguinte atribuicdo de quatro digitos: EC 3.1.1.3, sendo que 0
primeiro digito (3) refere-se ao nome da classe de enzima (hidrolase); o segundo digito (1)

refere-se a subclasse de atuacdo sobre ligacdes éster; o terceiro digito (1) refere-se a sub-
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subclasse (carboxil éster hidrolase); e o quarto digito (3) é o numero de série dentro da sub-
classe e significa que a enzima atua sobre triacilglicerideos (VESCOVI, 2012). Como hidrola-
ses, as lipases ndo requerem cofatores (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004).

As principais caracteristicas das estruturas ativas das lipases incluem uma B-dobra
(central, hidrofobica, p-folha que é coberta por uma helice de ambos os lados), um sitio ativo
formado pela triade serina, histidina e acido aspartico, um orificio de oxianion e, na maioria
dos casos, uma tampa formada por uma hélice que cobre o sitio ativo (BANSODE; RATHOD,
2017).

H& basicamente dois tipos de configuracdo em relacdo ao mecanismo de reacdo das
lipases, também conhecido como ativacgdo interfacial, uma denominada de “fechada”, sendo
inativa, na qual o contato entre o sitio ativo e 0 meio reacional é protegido por uma cadeia
polipeptidica hidrofébica denominada de tampa (lid); ja& a outra configuracdo, conhecida
comumente como “aberta”, ocorre quando essa tampa € deslocada devido mudanga conforma-
cional quando na presenca de suporte com superficie hidrofébica, e com isso, o substrato, onde
esta o sitio ativo, é totalmente exposto ao meio reacional. Este sitio geralmente é caracterizado
por uma triade composta dos aminoacidos serina, histidina e acido aspartico, sendo intermedi-
arios essenciais em todas as reagdes catalisadas por lipases. Com isso, a regido aberta da enzima
(sitio ativo) interage com o suporte por adsor¢do hidrofébica ocorrendo sua imobilizacdo (Fi-
gura 15) (SOUZA, etal., 2017; VESCOVI, 2012; ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI, 2016).

Figura 15 — Mecanismo de ativacdo interfacial de lipases em interfaces hidrofobicas

Sitio ativo
lid e== Jona hidrofébica
: em= 7ona hidrofilica
Lipase fechada e Lipase ativada
inativa interfaciaimente

Interface hidrofobica

Fonte: RODRIGUES, 2009.

Grande parte das lipases regiosseletivas atua preferencialmente nas ligacGes éster na
posicao sn-1 e sn-3 da estrutura do triglicerideo, enquanto poucas lipases sao ativas na posi¢ao
sn-2 (HOUDE; KADEMI; LEBLANC, 2004).

As lipases que apresentam alta atividade em meio aquoso tendem a ter atividades mais
baixas numa ordem de magnitude de até quatro ou cinco vezes em meio ndo aquoso. Varios

fatores podem contribuir para esse efeito, incluindo interrupcéo da estrutura terciaria devido a
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mudangas no meio hidrofdbico, flexibilidade conformacional limitada, dessolvatacéo do sitio
ativo, resultando em ligag&o enzima-substrato limitada e desnaturacgéo interfacial da enzima
devido a tensdo interfacial (SALIHU; ALAN, 2015). E importante verificar o grau de
quantidade de agua residual quando da utilizacéo de lipases em meios ndo aquosos. 1sso pode
influenciar na atividade da enzima, termoestabilidade, bem como na estereosseletividade. Ja
com realcdo a enantiosseletividade, geralmente aumenta com a diminuicdo da temperatura.
(ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI, 2016).

Estima-se que as lipases em extratos liquidos possuem valores de atividade enzimatica
de 30 a 40 vezes mais baixos em relacdo as enzimas imobilizadas podendo tornar o0 processo
mais competitivo em relagcdo aos processos convencionais. Entretanto o uso de enzimas livres
apresentam algumas desvantagens, sendo: dificuldade no processo de reuso, sensibilidade ao
calor e pH, sendo que tais desvantagens podem ser mitigadas ou até eliminadas com o uso de
suportes para imoblizacdo das enzimas (REMONATTO, 2017).

As lipases sdo mais utilizadas devido a sua especificidade por substrato, além de
apresentar uma elevada enantioseletividade. Estas propriedades tornaram as lipases as enzimas
com maior uso em biocatalisador (SANTQOS, 2011). No processo de producdo de biodiesel, as
lipases mais utilizadas sdo: Candida Antarctica, Rhizomucor miehei, Pseudomonas cepacia e
Rhizopus orizae (GONZALEZ; GALLEGO; CASTANEDA, 2010).

3.5.1.1 Candida antarctica (CALB)

Devido suas caracteristicas de alta enantioseletividade e régio-seletividade quando
comparadas a outras lipases, a enzima Candida antarctica (CALB) vem sendo bastante
estudada (SANTQOS, 2011; VESCOVI, 2016). A CALB pertence a familia das o/p hidrolases e
possui uma triade catalitica classica composta de Ser, His, Asp/Glu, tendo o mesmo
comportamento de mecanismo reacional de outras lipases (SOUZA, 2013). E composta por 317
residuos de aminoacidos (Tabela 3) e apresenta uma massa molecular de 33 kDa e pl de 6,0
com estrutura do tipo globular (30 A X 40 A X 50 A) (VESCOVI, 2016). Nesta enzima, a
abertura de ligacdo para o substrato, ou seja, para o sitio ativo, consiste em uma cavidade para
ligacGes acila e outra parte para ligacdes com alcoois. De encontro com a maioria das lipases,
que geralmente apresentam um tampa com impedimento maior na entrada do sitio ativo, na
CALB essa tampa é menor, 0 que ndo prejudica a entrada de substratos e saida de produto
(SOUZA, 2013).
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Tabela 3 — Composicdo de aminoacidos da CALB.

Aminoacidos Unidades Percentual (%, unidades)
Ala 36 11,36
Arg 8 2,52
Asn 14 4,42
Asp 14 4,42
Cys 6 1,89
Gin 18 5,68
Glu 4 1,26
Gly 26 8,20
His 1 0,32

lle 11 3,47
Leu 31 9,78
Lys 9 2,84
Met 4 1,26
Phe 10 3,15
Pro 30 9,46
Ser 31 9,78
Thr 27 8,52
Trp 5 1,58
Tyr 9 2,84
Val 23 7,26

Fonte: VESCOVI, 2016 (adaptado).

A CALB apresenta comportamento estavel em meio aquoso na faixa de pH de 3,5a 9,5,
entretanto, o pH de 7,0 é o ponto considerado 6timo (VESCOVI, 2016). Ja com relacdo a
temperatura, a CALB na forma sollvel € considerada instavel; entretanto, quando imobilizada,
apresenta elevada estabilidade, o que confere a viabilidade de sua utilizagdo em processos qui-
micos em altas temperaturas por longos tempos sem perdas importantes de sua atividade (SAN-
TOS, 2011).

A Candida antartica B (CALB) apresenta alta esterioespecificidade quanto a substratos
quirais em hidrolises e sinteses organicas, além de alta estabilidade térmica na presenca de
solventes organicos. Entretanto, esta enzima néo é tdo eficiente em hidrolise de triglicerideos

guando comparada a maioria das lipases (VESCOVI, 2016).

3.5.1.2 Eversa® Transform 2.0

Devido o aumento da demanda do biodiesel nos ultimos anos, muitas empresas vém
buscando lipases mais baratas. Diante disso, a empresa Novozymes S/A (Dinamarca) langou
uma formulacdo liquida de lipase de Thermomyces lanuginosus sob o nome comercial
CalleraTM Trans. Em dezembro de 2014, a Novozymes S/A (Dinamarca) lancou a lipase
Eversa® Transform para producdo de biodiesel enzimatico em escala industrial.

Consequentemente, uma nova formulagdo, com maior estabilidade, foi apresentada apds maio
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de 2016, denominda de Eversa® Transform 2.0 (MONTEIRO et al., 2020; NOVOZYMES,
2017).

A lipase de Thermomyces lanuginosus é produzida por uma cepa geneticamente
modificada de Aspergillus oryzae com alta especificidade e atividade em condic¢des brandas de
processo, sendo uma enzima monomerica com 269 residuos de aminoacidos, dos quais quatro
sdo residuos de Trp (triptofano) 89, 117, 221 e 260 apresentando massa molar de
aproximadamente 30 kDa, com uma monoglicolise em Asn33 (asparagina), adicionando
aproximadamente 2 kDa a massa molar final da enzima (PINHOLT et al., 2010; FRAGA et al.,
2019).

Embora a Eversa® Transform 2.0 tenha sido produzida para ser utilizada principalmente
em sua forma livre, conforme recomendado pelo fornecedor, uma imobilizacdo adequada pode
melhorar muitas propriedades, como estabilidade, atividade, seletividade ou especificidade,
resisténcia a inibidores ou produtos quimicos, e também aplicagdes como biocatalisador em
outras reagdes. Sua resisténcia e estabilidade estdo muito acima da média em termos de
temperatura, solvente e pH. Assim, este biocatalisador pode apresentar desempenho
interessante em outros sistemas, desde que adaptado para tal finalidade. Portanto, a
possibilidade de imobilizacdo de enzimas em suportes hidrofébicos permite o uso de Eversa®
Transform 2.0 para esterificacdo em sistemas anidros é favoravel devido ao rearranjo em sua

estrutura molecular, que permite que sua forma ativa seja estabilizada (FACIN et al., 2021).

3.5.2 Imobilizacéo de enzimas

Trata-se do confinamento fisico e quimico das enzimas em um determinado local, sepa-
radas por barreiras que permitem o contato entre a enzima e o substrato no meio de reacdo, com
retencdo de sua atividade catalitica, tornando possivel a sua reutilizacdo (BOA MORTE, 2017).
Como forma de otimizar o processo de transesterificacéo e esterificagdo para producéo de bio-
diesel, a técnica de imobilizacdo de enzimas pode ser aplicada no intuito de reutiliza-las, man-
tendo a atividade catalitica e seletividade, sendo que ap6s o término da reacdo, a enzima pode
ser facilmente separada do biodiesel e do glicerol através do processo de decantagdo. Isso se
deve a retencdo das suas atividades cataliticas e devido ser insoltvel ao meio reacional (BAS-
TIANELLO, 2011). Segundo Santos (2011), o uso de enzimas livres ndo é favoravel devido a
perda de suas propriedades especificas como a atividade catalitica e consequente inativacéo,
entretanto, tal inconveniente pode ser resolvido através da imobilizagdo da enzima em um su-

porte.
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Existem dois tipos de leitos para a imobilizagdo de enzimas: a primeira, onde estas sdo
aprisionadas fisicamente encapsuladas em fibras, polissacarideos ou de polimeros sintéticos; e
0 segundo, onde aderem a superficie com as células fixadas ao suporte diretamente por ligacdes
quimicas iénicas ou covalentes. De forma resumida, em um tipo, a enzima fica retida no interior
da matriz de imobilizag&o e no outro a enzima se encontra sobre a superficie do suporte (BOA
MORTE, 2017; RAMOS et al., 2011).

Ismail e Baek (2020) relatam que € necessario o estudo e o desenvolvimento de novos
materiais para a producéo de suportes para imobilizacdo de enzimas que apresentem porosidade
suficiente, &rea de superficie e equilibrio hidrofobico / hidrofilico que aumentem a quantidade
de enzima que sera catalisada no alvo da reacdo, buscando sempre propriedades especificas,
incluindo estabilidade térmica e quimica, inércia, maior reutilizacéo, heterogeneidade, boa afi-
nidade para enzima (lipase), presenca de grupos funcionais interativos, forca fisica, disponibi-
lidade, e baixo custo. Além disso, o suporte deve melhorar e facilitar a fixacéo de locais ativos
de lipase as moléculas de substrato e deve ter uma morfologia distinta para minimizar as limi-
tacdes de difusdo.

As enzimas imobilizadas possuem algumas vantagens em relacéo as soluveis, sendo: 0s
produtos sdo facilmente separados do meio reacional; maior vida Util da enzima imobilizada
permitindo reducéo de custo; atividade e estabilidade podem ser aumentadas; processo facil-
mente controlado; uso de maior dosagem por volume de reator. Entretanto, como desvantagem,
0 processo pode tornar-se caro dependendo da relacdo entre o custo do suporte e a estabilidade
do derivado imobilizado (BOA MORTE, 2017; SOUZA, L. T. de A. et al., 2017).

Os termos mais utilizados para determinar o sucesso da imobilizagdo da enzima no su-
porte sdo o rendimento da imobilizacéo, a eficiéncia da imobilizagdo e a recuperacédo da ativi-
dade. O rendimento da imobilizacao deve ser usado para descrever a porcentagem da atividade

enzimatica total da solucédo de enzima livre que € imobilizada (SHELDON; PELT, 2013):

_ Atividade imobilizada (1)
Rendimento (%) = 100 —

Atividade inicial

A atividade imobilizada s6 pode ser obtida corretamente medindo a atividade enzimatica
residual total que permanece na solucdo de enzima ap6s a imobilizacdo e subtraindo essa
atividade da atividade inicial total. E fundamental um experimento em branco para compensar

a desativacgéo da enzima livre nas condicOes de imobilizacdo (SHELDON; PELT, 2013).
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Existem diferentes técnicas para imobilizacdo de enzimas que sdo categorizadas em dois
métodos: quimicos e fisicos (Figura 16). Nos métodos fisicos, a enzima pode se ligar por ad-
sor¢do, formando ligacGes mais fracas com o suporte de imobilizagdo, sendo as mais comuns:
forcas de VVan der Waals, interac6es hidrofobicas, ligacéo idnica, ligacbes de hidrogénio e liga-
cao por afinidade, podendo ser encapsuladas ou aprisionadas. Ja nos métodos quimicos ocorrem
a formacdo de ligacbes covalentes obtidas pela ligacdo de éter, tioéter, amida ou carbamato
entre a enzima e o suporte, como também, através de ligacdes cruzadas entre a enzima e um
agente reticulante (SILVA et. al., 2020).

Figura 16 — Técnicas de imobilizacdo de enzimas.

=3

Fonte: SILVA et. al., 2020 (adaptado).

As lipases podem ser imobilizadas pelo método fisico de adsorcdo através de suportes
hidrofobicos devido sua caracteristica peculiar de adsorcéo interfacial. Deste modo, a atividade
das lipases aumenta devido a tampa encontrar-se aberta, 0 que facilita a entrada do substrato ao
sitio ativo da enzima. Em contrapartida, as interagdes com o suporte sao relativamente fracas e
a enzima pode lixiviar devido a mudangas de temperatura, polaridade do solvente, forca idnica
e pH fazendo com que o catalisador seja utilizado somente em condic6es especificas (FER-
NANDEZ-LAFUENTE et al., 1998; MIRANDA, 2020).

No intuito de evitar a lixiviagdo das enzimas para 0 meio reacional, métodos quimicos
de imobilizagdo através de ligacdes covalentes sdo utilizados, pois promovem uma ligacao es-
tavel entre a enzima e o suporte podendo ser uni ou multipontual por meio de aminoéacidos de

cadeias laterais, como um grupo g-amino (lisina), tiol (cisteina) e carboxilico (a4cidos aspartico
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e glutdmico) acarretando a estabilizacdo da estrutura terciaria da enzima imobilizada aumen-
tando a estabilidade da atividade catalitica diante de altas temperaturas, pH extremos e na pre-
senca de solventes. Porém, um infortinio deste método é o enrijecimento da estrutura da en-
zima, podendo ocasionar a perda de atividade e inativacdo (MIRANDA, 2020).

A selecdo da técnica de imobilizacdo é a etapa mais importante do processo de imobili-
zacdo das lipases determinando essencialmente a eficiéncia, suas propriedades em uma reagéo
catalitica especifica, que incluem a atividade geral, eficacia de utilizacdo, caracteristicas de reu-
tilizacdo e inativacdo, toxicidade dos reagentes de imobilizacdo e custo do procedimento de
imobilizacdo. Com isso, existem quatro métodos principais para imobilizacdo de lipases: ad-
sorcao fisica, aprisionamento ou encapsulamento, ligacdo covalente e cruzada (ISMAIL;
BAEK, 2020).

Nesta perspectiva, a utilizacdo do uso de nanoparticulas magnéticas como suporte solido
para biocatalisadores vem ganhando cada vez mais o interesse de pesquisadores devido apre-
sentarem requisitos fundamentais para a producdo de biodiesel para rotas enzimaticas, sendo:
facil recuperacdo por simples aplicacdo de um campo magnético externo, reduzindo os custos
de energia e tempo das etapas de centrifugacdo. Além de apresentam uma alta relacéo superfi-

cie/volume facilitando assim a transferéncia de massa (SILVA et al., 2020).

3.5.2.1 Imobilizacao de enzimas utilizando nanoparticulas magnéticas

A recuperacdo do biocatalisador fora da reacdo ap0s o processo biocatalitico € um
problema critico. Com isso, ligar as moléculas das enzimas em um suporte de nanoparticulas
magnéticas e separar a lipase imobilizada através do uso de um ima ou campo magnético
poderia resolver tal problema. Além da existéncia de inimeros grupos hidroxila, nanoparticulas
magnéticas também sdo reconhecidos por apresentar uma area de superficie expandida,
tornando-as facilmente modificAveis e robustas quando covalentemente ligadas a lipase.
Existem outras caracteristicas significativas, incluindo boa estabilidade mecénica, bem como
baixa porosidade, que minimiza obstaculos estéricos permitindo a formacdo de uma enzima
estavel na matriz biocatalitica (ISMAIL; BAEK, 2020). Suas caracteristicas sdo influenciadas
pelo sua morfologia, estrutura crsitalina e morfologia (SILVA et al., 2020).

Souza (2013) complementa que as caracteristicas gerais das nanoparticulas magnéticas,
sdo: fortes interagdes com as enzimas, boa reatividade quimica, tolerdncia a maiores
temperaturas e elevada area superficial faz com que este tipo de nanoestrutura seja considerada

uma alternativa aos suportes enzimaticos convencionais.
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Nanoparticulas magnéticas podem ser manipulados por um campo externo. Possuem
superficie hidrofilica com alta razdo superficie/volume, geralmente apresentando estado
superparamagnetico (SILVA et al., 2020).

O material utilizado para a producdo da nanoparticula magnética é o minério de ferro
denominado magnetita (FezO4), que € um material ferrimagnético contendo ferro com estado
de oxidagdo Fe?* e Fe** e sua estrutura ¢ do tipo espinélio inverso, onde os fons O formam um
arranjo cubico denso de face centrada (CFC) e céations do ferro ocupando sitios intersticiais
tetraédricos e sitios octaédricos. Este arranjo acarreta uma estrutura de ferro bivalente e
trivalente que a torna diferente de outros Oxidos, apresentando uma célula unitaria com oito
fons Fe** localizados no sitio tetraédrico e no sitio octaédrico 8 fons Fe3* e 8 fons Fe?* (Figura
17). Com isso, devido a distribuicio dos ions de Fe?* e Fe** na rede cristalina € que o torna um
material com caracteristicas magnéticas interessantes para aplicacbes em diversas areas da
indUstria, salde e meio ambiente (SOUZA, 2013; SILVA, 2017).

Figura 17 — Estrutura cristalina da magnetita.

Fonte: OLIVEIRA; FEBRIS; PEREIRA, 2013.

Existem diversos métodos para a producdo de nanoparticulas magneticas sintéticas,
dentre estes pode-se citar a moagem de altas energias, sol-gel, hidrotermal e co-precipitacéo.
No entanto, o método de co-precipitacdo € um dos mais utilizados e de baixo custo, devido a
sua simplicidade e eficiéncia quimica para a preparacdo de varios materiais sélidos (SOUZA,
2013; SILVA, 2017).

No processo de co-precipitacdo é possivel se obter particulas com didmetro na faixa 5 a
100 nm e baseia-se na preparagdo de uma mistura estequiométrica de sais de ferro dupla e

triplamente ionizados, onde, posteriormente, uma base € acrescida a mistura, para que a mesma
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fique com pH entre 8 e 14, e as particulas de magnetita possam ser precipitadas. Fatores como
pH, forca idnica, temperatura e natureza dos sais podem ser ajustaveis a fim de obter o controle
do tamanho e da forma das nanoparticulas (SILVA, 2017).

Entretanto, a magnetita por ser constituida por esses dois tipos de ions de ferro torna-se
uma fase muito susceptivel as condi¢Ges ambientais, sofrendo com facilidade oxidagdo do Fe?*
para Fe**, o que leva a segregacio de uma fase (metaestavel) a maghemita (y-Fe203), e esta se
transforma em hematita (a-Fe,Oz) em temperaturas compreendidas entre 370°C e 600 °C. Os
sitios octaédricos na estrutura da magnetita podem acomodar os jons Fe?* e Fe3* e, por isso, 0
Fe?* pode ser facilmente oxidado ocasionando perda das propriedades magnéticas (SILVA,
2017; OLIVEIRA,; FEBRIS; PEREIRA, 2013).

Além do inconveniente de oxidacdo da magnetita, outras limitagdes sdo identificadas
nas nanoparticulas magnéticas, sendo: baixas estabilidade e dispersividade em determinados
solventes, como por exemplo a 4gua; tendéncia de se aglomerarem a fim de minimizar a energia
livre superficial. Deste modo, faz-se necesséario necessaria a modificacdo da sua superficie
proporcionando um recobrimento apropriado dessas particulas para mitigar estes inconvenintes
e proporcionar maior eficiéncia de imobilizacdo enzimatica (SILVA et al, 2020).

Uma das formas de modificacdo de superficie das nanoparticulas, pode-se citar o uso do
aminopropiltrietoxisilano (APTES) gerando um revestimento de silicato podendo criar pontos
de ligacdo dos grupos aminas para diferentes moléculas evitando agregacao das nanoparticulas,
estabilizacdo das nanoparticulas magnéticas contra oxidacao e promover interacdo moleculares.
Visando a utilizacdo das nanoparticulas magnéticas como suporte para a imobilizacdo
enzimatica, utiliza-se um composto quimico denominado glutaraldeido que atua como um dos
principais agentes reticulantes aumentando as interagcdes moleculares (SOUZA, 2013). Estas
interacdes moleculares promovem a imobilizacdo enzimaética, que pode ser do tipo covalente
devido a modificacdo da superficie das nanoparticulas magnéticas por meio de reacdes de ati-
vacdo, na qual grupos funcionais produzem intermediarios reativos nos diversos residuos da
enzima, acarretando rigidez na sua estrutura, podendo manté-la inalterada quando em contato
com pH extremos, solventes organicos, altas temperaturas, entre outros agentes desnaturantes
(SOUZA et al, 2017).

A capacidade de ligacéo e especificidade catalitica das enzimas séo favorecidas devido
a elevada area superficial em relacdo ao volume apresentada nas nanoparticulas magnéticas de
ferro. O seu campo magnetico é responsavel pela recuperacdo do complexo enzimatico,
impedindo a contaminacéo do produto final da enzima. Outro fator importante € que a utilizacdo

deste tipo de suporte enzimatico potencializa a estabilidade enzimatica devido a baixa
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resisténcia de transferéncia de massa podendo, com isso, reduzir o custo operacional (SOUZA,
2013).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A matéria-prima utilizada como fonte de triacilglicerideos foi o 6leo extraido da polpa
de pequi de forma artesanal adquirido no Mercado Central de Teresina no estado do Piaui. O
o0leo obtido foi acondicionado em recipiente polimérico (garrafa PET), mantido em temperatura
ambiente ao abrigo de luz até a execucdo das analises fisico-quimicas.

A lipase de Candida antartica do tipo B foi comprada da Novozymes S/A (Dinamarca).
A Lipase Thermomyces lanuginosus, conhecida comercialmente como Eversa® Transform 2.0,
também foi adquirida da Novozymes S/A (Dinamarca). O (3-aminopropil) trietoxissilano (AP-
TES), solucéo de glutaraldeido Grau Il 25% (p/v), p-nitrophenilbutirato (p-NPB) e p-nitrofenol
(p-NP) foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Nanoparticulas magnéticas de
ferro (Fes0a) foram produzidas pelo método de co-precipitacdo (BARRETO et al., 2012). Os
reagentes quimicos utilizados para esta producdo foram FeClz.6H2O (99%, granulado puro),
FeS04.7H20 (99%, granulado puro) e 30% de solugdo de amonia. Todos 0s reagentes de grau

analitico foram adquiridos da Synth (Séo Paulo, Brasil) e da Vetec (S&o Paulo, Brasil).

4.2 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo bruto de pequi

O 6leo bruto de pequi foi avaliado quanto ao indice de acidez, ao teor de umidade, vis-
cosidade cinematica a 40°C, massa especifica & 20°C, além da determinacéo do perfil dos Aci-
dos Graxos (%) por Cromatografia Gasosa (CG/ FID). As analises do indice de acidez e da
viscosimetria cinematica a 40 °C foram feitas em triplicatas; ja o teor de umidade foi realizado
em duplicata e a massa especifica a 20 °C em ensaio unico. Com relacdo a Cromatografia Ga-
sosa (CG/ FID), o resultado foi expresso em porcentagem. Os resultados das analises feitas em

duplicata e triplicata foram expressos pela média aritmética desses valores e o desvio padrao.

4.2.1 indice de acidez

A determinagéo do indice de acidez foi baseada na metodologia da American Oil Che-
mists Society (A. O. C. S., 1997). Deste modo, neutralizou-se inicialmente o solvente (alcool
etilico comercial) com uma solucéo de hidroxido de soédio (NaOH) 0,1 molar, utilizando uma

solucdo de fenolftaleina 1% em A&lcool como indicador. Em seguida, mediu-se
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aproximadamente 2 g da amostra a ser analisada em um Erlenmeyer de 125 mL. Posteriormente,
foram adicionados 50 mL de etanol neutralizado e 2 gotas de fenolftaleina, titulando, em se-
guida, com a solucdo de NaOH 0,1 molar, até que uma coloragéo levemente rosa persistisse por
15 segundos (Figura 18). Por fim, foi anotada a massa das amostras do 6leo de pequi bruto e
hidrolisados (triplicata) analisadas e os volumes de hidroxido de sédio (NaOH) gastos na titu-
lacdo para fins da realizacéo dos céalculos conforme as equacdes 2 e 3.

Figura 18 — Amostras em triplicata de éleo de pequi bruto e hidrolisado titulados com NaOH 0,1 molar.

Fonte: Autor, 2021.

Célculo de determinagéo do indice de acidez:

KOH VxFxMx56,11 (2)
IA (mg ) = —

Caélculo da porcentagem de acidos graxos livre:

VxFxMx28,2 (3)

%AGL(Base Oleico) = -

Onde, 1A é o indice de acidez; V é o volume gasto de NaOH na titulacdo; F é o fator da
solucdo de NaOH (sempre préximo de 1); M é a molaridade da solu¢do de NaOH (mol/L); m é
a massa molar da amostra utilizada, 56,11 g/mol representa a massa molar de KOH, 28,2 g/mol
representa a massa molar do acido oleico/100 e %AGL é a porcentagem de acidos graxos, ex-
pressa como acido oleico, em 6éleos comuns, brutos e refinados (SANTOS, 2011).

A determinacdo do indice de acidez e da porcentagem de AGL foram realizadas em
triplicata e o resultado expresso como média aritmética desses valores e o desvio padréo.
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4.2.2 Teor de umidade

A determinacéo do teor de umidade foi baseada na metodologia do Instituto Adolfo Lutz
(2008). Foram pesados aproximadamente 5g da amostra de 6leo em capsula de porcelana pre-
viamente tarada. Posteriormente, foi aquecida em estufa com recirculacdo e renovacao de ar da
marca SOLAB, modelo SL-102 durante 3 horas & 105 °C £ 5 °C, resfriada em dessecador por
cerca de 30 minutos até a temperatura ambiente. Em seguida a amostra foi pesada. Este proce-
dimento foi repetido até a obtencdo de peso constante. O teor de umidade (TU) foi entdo calcu-

lado através da equacdo (4).

R mi — mf (4)
TU a 105 °C (%) = 100x ( — )

Onde, mj é a massa inicial da amostra (g) e ms € a massa final da amostra (g).
A determinacdo do teor de umidade foi realizada em duplicata e o resultado expresso

como média aritmética desses valores e o desvio padrao.
4.2.3 Viscosidade cinematica a 40°C

O método de ensaio utilizado para a obtencdo da viscosidade cinemaética a 40°C foi ba-
seado na norma ASTM D 88 (ASTM, 1999), através de um viscosimetro do tipo Saybolt Furol
com 02 provas da marca CONTENCO. Foram colocadas as rolhas de vedacdo na saida dos
recipientes de recebimento da amostra. Com o auxilio de um funil, foi inserido 60 mL de 6leo
bruto de pequi. Foram posicionados os fracos receptores sobre o suporte especifico. A tempe-
ratura de ensaio da amostra foi ajustada para 40°C e confirmada através de termometro auxiliar.
Apos atingir a temperatura de 40°C, foi removida a rolha de vedacéo do bocal de saida e cro-
nometrado o tempo (em segundos) de escoamento do fluido (mL) em orificio padronizado (bico
furol).

De acordo com a norma ASTM D88, a equacdo (5) demonstra a converséo da viscosi-
dade obtida em SFS em viscosidade SSU.

SSU ()
SFS =<5
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Onde, SFS é a viscosidade Saybolt Furol Seconds e a SSU viscosidade Saybolt Univer-
sal Seconds.

A partir do SSU encontrado na equacdo (5) foi verificado nos padrbes conversao de
unidades de viscosidade o valor em Centistokes (cSt) ou mm?2/s (Sistema Internacional de Uni-
dades).

Em seguida, calculou-se a equivaléncia SSU em cSt pelas seguintes equacdes (6) e (7)
(CAETANO,2022):

e Paravalores de SSU (Second Saybolt Universal) inferiores a 100:

. 195 (6)
cSt (centiStokes) = 0,226 x SSU - <@)

e Paravalores de SSU (Second Saybolt Universal) superiores a 100:

. 135
¢St (centiStokes) = 0,220 x SSU - (@)

()

A determinacdo da viscosidade cinematica a 40°C foi realizada em triplicata e o resul-

tado expresso como média aritmética desses valores e 0 desvio padréo.
4.2.4 Massa especifica a 20°C

A determinacdo do valor da massa especifica a 20°C foi baseada pela metodologia adap-
tada do Instituto Adolfo Lutz (2008) onde, primeiramente um picndmetro com volume til (v)
de 25 mL foi lavado e enxaguado com éter. Posteriormente, foi seco naturalmente e pesado com
tampa (m1) em balanca analitica de precisdo 10* g da marca EDUTEC. Em seguida, 0 picn6-
metro foi preenchido com agua a 20°C, tampado e pesado (m2). Apés a pesagem, foi descartada
a agua, onde foi repetido o processo de lavagem e secagem e, na sequéncia, foi adicionado o
oleo de pequi, pesado, determinando assim, sua massa (ms). A determinacdo da massa especi-
fica a 20°C foi realizada em ensaio Unico.

A densidade da amostra foi entdo calculada através da equacdo (8) abaixo:

dLY/t = (’”3-"‘1) ®)
m,_my
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Onde, d "' é a densidade do liquido; m1 é a massa do picndmetro com tampa vazio; m;
é amassa do picndmetro tampado com &gua; msé a massa do picndmetro tampado com a amos-
tra (6leo de pequi).

Em seguida, foi calculada a massa especifica da agua, através da equacéo (9):

Py = (F52) ©)

Onde, P'420 é a massa especifica da dgua; mz é a massa do picnémetro com tampa vazio;
m2 ¢ a massa do picnometro tampado com agua; v € o volume do picnémetro.

Por fim, calculada a densidade do liquido e a massa especifica da agua, através das
equacdes (8) e (9), foi calculada a massa especifica da amostra (6leo de pequi) conforme a
equacéo (10):

Onde, P é a massa especifica & 20°C; d."* ¢ a densidade do liquido; P20 € a massa

especifica da agua.
4.2.5 Determinacao do perfil dos acidos graxos (%) por cromatografia gasosa (CG/ FID)

A determinacdo do perfil dos &cidos graxos do 6leo de pequi (bruto e hidrolisado) foi
realizada no Nucleo de Tecnologia e Qualidade Industrial do Ceard — NUTEC, Laboratorio de
Quimica Instrumental — LQI O Laboratério de Quimica Instrumental (LQI). Cromatografo a
gas, modelo Focus GC, marca THERMO; Detector de lonizacdo de Chama (FID); Coluna: SP-
2560 100 m x 0,25 mm ID x 0,2 um; padrdo POT-68 — Determinacio de Acidos Graxos em
Oleos Vegetais — CG/FID e método Instituto Adolfo Lutz. Métodos fisico-quimicos para anélise
de alimentos. Edicdo IV. 2005 (Método 3056/1V, pag. 157).

4.3 Hidrolise do dleo de pequi para obtencéo de acidos graxos
A metodologia utilizada para fazer a hidrdlise no dleo bruto de pequi foi baseada na

desenvolvida por Ponte (2017) e consistiu em duas etapas: uma béasica e outra acida no intuito

de aumentar a quantidade de &cidos graxos livres. Para a realizacdo deste metodo, 300 g do dleo
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de pequi foi inicialmente aquecido a 90 °C com uma agitacdo mecanica de 500 rpm. Atingido
esta temperatura, foi adicionado, por gotejamento, a solugdo aquosa de NaOH 20 % (m/v) até
a amostra solidificar e atingir pH 14, medido através do uso de papel indicador de pH. Em
seguida, foi adicionado lentamente a solucdo aquosa de acido sulfurico (H2SO4) 6 mol L*,
mantendo a temperatura a 90 °C e agitacdo mecénica de 500 rpm, até a mistura ficar totalmente
liquida e pH 2,0 medido em papel de indicador de pH. Foi transferido a mistura para um funil
de decantacdo até a separacao de fases descartando a fase inferior e, ainda usando o funil de
decantacgdo, procedeu-se a lavagem do sobrenadante com agua destilada até a 4gua de lavagem
atingir o pH 7 e recolhe-se o 6leo hidrolisado (acidos graxos) do funil de decantagdo e submete-
0 ao calor até 100 °C para sua secagem (Figura 19).

Figura 19 — Etapas da hidrélise: (a) Aquecimento inicial com controle de agitacdo; (b) Oleo com solu-
¢do aquosa de NaOH 20 %; (c) Decantagdo inicial ap6s insercdo da solucéo aquosa de acido sulfdrico (H2SO.) 6

mol “; (d) Lavagem do dleo hidrolisado.

Fonte: Autor, 2021.
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4.4 Sintese do suporte de nanoparticulas de magnetita (FesOa4)

A sintese das nanoparticulas magnéticas foi realizada de acordo com Farias (2017) com
adaptacdes. Sais metalicos contendo Fe?* e Fe®* (FeSO4 7H,0 e FeCls 6H,0) foram dissolvidos
em agua destilada na razdo molar de 1:2, respectivamente. A solucédo foi ajustada para pH 3
usando HCI a 5% (v/v) e aquecida a 80 °C sob agitacdo de 1.200 rpm durante 30 min. Em
seguida, foi adicionado 30 mL de NH4OH por gotejamento ainda em aquecimento e agitacdo
por 30 min, sendo formado um precipitado preto. O precipitado foi lavado varias vezes com
agua destilada até a solucdo residual atingir a neutralidade, e foi realizada uma Gnica lavagem
com metanol. Finalmente, as nanoparticulas magnéticas foram secas e armazenadas em desse-

cador. O suporte foi denominado NPM (Figura 20).

Figura 20 - Esquema da sintese do suporte de nanoparticulas de magnetita (Fe3O.)
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Fonte: Branddo, 2022 (Adaptado).

4.4.1 Tratamento do suporte com g-aminopropiltrietoxisilano (APTES)

O tratamento da funcionalizacdo da magnetita (FesO4) utilizou 3-aminopropiltrietoxis-
silano (APTES) segundo metodologia adaptada de Farias (2017). Inicialmente, as nanoparticu-
las magnéticas de ferro foram dispersadas em 300 mL de etanol (95%) sob temperatura ambi-
ente utilizando-se equipamento de ultrassom modelo ECO-SONICS e marca Ultronique por 1h.
Logo apos, foram adicionados 10 mL de APTES na dispersdo que, ainda em sonificacdo, foi
submetido a mais 1h. Apos o término deste tempo, as NPM, que se encontram funcionalizadas,
foram lavadas 4 vezes com etanol com um auxilio de um ima, e em seguida, secas em um

dessecador a vacuo constante.
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4.4.2 Reticulacdo com solucao de glutaraldeido (GLU)

As nanoparticulas magnéticas (FezO4) foram suspensas em 25% (p/v) de glutaraldeido
(GLU), conforme metodologia descrita por Souza et al. (2017). Inicialmente, 25 puL de gluta-
raldeido foram colocados em contato direto com 10 mg de particulas de magnetita para ativa-
¢do. A reacéo foi mantida sob agitacéo por 2 h a 25°C. Em seguida, os suportes foram lavados
trés vezes com tampéo fosfato de sodio 5 mmol L™ (pH 7) para remover o excesso de glutaral-
deido. O suporte foi denominado NPM-GLU.

4.4.3 Imobilizagio da CALB e Eversa® Transform 2.0 ao suporte

O suporte de nanoparticulas magnéticas (tratado por APTES e reticulada com solucao
de glutaraldeido) foi avaliado em relacdo a sua capacidade de imobilizagdo. O processo foi
realizado pelo contato de 0,01 g de nanoparticulas magnéticas (FesO4) com 0,5 mL de solucéo
tampéo de fosfato de sodio, 5 mmol L%, 3uL de enzima liquida, pH 7,0, 25 °C e sob agitacdo
continua por 1 h (45 rpm). A enzima imobilizada foi removida da solugédo por separa¢do mag-
nética. O desempenho da enzima imobilizada foi avaliado e os rendimentos, eficiéncias e ativi-

dades de recuperacéo calculados de acordo com Sheldon e Van Pelt (2013) (Figura 21).

Figura 21 — Esquema de imobiliza¢do enzimética.
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Fonte: Brandéo, 2022 (Adaptado).
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4.4.4 Determinacao da atividade enzimatica

A atividade da enzima (80 UpNPB/g suporte) foi determinada espectrofotometrica-
mente usando 50 mmol L de butirato de p-nitrofenil (p-NPB) em acetonitrila. A mistura de
reagdo foi preparada misturando 50 puL de p-NPB em 2,5 mL de tampéo fosfato de sodio 25
mmol L™ a pH 7, e 50 uL da amostra ou 10 mg de biocatalisador a 25 °C. O produto liberado
durante a hidrélise de p-NPB, p-nitrofenol, foi quantificado por espectrometria usando um es-
pectrofotdmetro modelo V-730 BIO da marca JASCO em um comprimento de onda de 348 nm
(e = 10,052 mol Lt cm™). Uma unidade de atividade (U) foi definida como a quantidade de
enzima que hidrolisa 1 umol de substrato (p -NPB) por minuto, de acordo com as condic¢Ges
citadas acima (Souza et al., 2017). A determinacdo da atividade enzimatica foi obtida utilizando

a equacdo (11).

slope x 0,175 x 25mL) (11)

Atividade U/g = ( 0.01g

Onde, slope é o valor encontrado no espectro durante a leitura da amostra, que corres-
ponde a absorbancia/tempo de 90 segundos; 0,175: Fator da curva de calibragcdo com p-nitrofe-
nil (pNP) feito no espectro (valor fixo); 25 mL: volume total de liquido no béquer; 0,01 g: peso

do derivado.
4.5 Esterificacdo enzimatica heterogénea

A eficiéncia dos biocatalisadores obtidos foi avaliada por meio de reacGes de esterifica-
¢do executados em microtubos pléasticos (2,0 ml), contendo 0,5g de 6leo pequi hidrolisado como
substrato diluido em élcool etilico (0,102 g) ou metilico (0,072 g) na proporgéo de 1:1 mol L2,
(6leo: alcool) e sem solvente, a 37 °C e 150 rpm por 1h e 8h utilizando 0,01 g do biocatalisador
preparado (CALB-NPM / EVERSA TRANFORM 2.0-NPM) com uma carga de 80 UpNPB/g
suporte, baseado na metodologia de Souza (2013). As reacdes foram realizadas em triplicata.
O biocatalisador foi separado do meio reacional por magnetizacdo e lavado com hexano para
remocao de substratos ndo reagidos e/ou moléculas de produto retidas no microambiente do
biocatalisador conforme metodologia de Souza et al., (2017) com adapta¢bes. Em seguida, o

biocatalisador foi introduzido em uma nova mistura de reacdo (Figura 22).
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Figura 22 — Esquema de esterificacdo enzimatica heterogénea.
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Fonte: Brandao, 2022 (Adaptado).

As sinteses foram realizadas conforme esquema de combinacdes apresentadas na Figura
23.

Figura 23 — Esquema de combinagdes para sinteses de biodiesel.
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Fonte: Autor, 2022.
4.6 Esterificacdo enzimética homogénea

Os experimentos de esterificagdo enziméatica homogénea foram baseados na metodolo-
gia Souza (2013), onde foram executados em microtubos plasticos (2,0 mL) contendo 0,5g de
oleo pequi hidrolisado e 0,072 g de metanol (razdo molar 1:1), ou 0,102 g de etanol, bem como
0,01 g de biocatalisador Candida antarctica (CALB) ou Eversa® Transform 2.0, ambos na sua
forma livre. A reacdo foi conduzida em agitacao orbital por incubadora modelo TE-4200 da
Marca TECNAL a 150 rpm, 37°C, nos estudos de 2h, 4h, 6h e 8h. As reagdes foram realizadas

em triplicata.
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4.7 Determinacao de conversdo de ésteres por indice de acidez

Apo0s realizado o processo de esterificacdo enzimatica heterogénea e homogénea,
seguindo a metodologia com adaptacdes de Souza (2013) e Souza et al (2017), objetivando a
determinacdo dos ésteres etilicos e metilicos, foi analisado o indice de acidez pelo método
A.O.C.S. (1997) adaptado. As amostras foram analisadas em triplicata, em Erlenmeyer com
0,5g da amostra, 15mL de alcool etilico comercial neutralizado e 2 gotas de fenolftaleina, cada.
Foi titulado com a solucdo de KOH 0,1 molar, até a mudanca na coloracéo para um rosa sutil.
Apos a titulagdo, os valores de volume utilizados foram aplicados na Equacéo (12) para obter

o indice de acidez (1A).

KOH) _ VxFxMx56,11 (12)

IA
(me=) =

Onde, V é o volume de KOH utilizado na titulacéo; F é o fator de correcdo da solucdo
de KOH; M ¢ a molaridade da solugdo de KOH (mol/L); m a massa da amostra (g). Os resulta-

dos foram calculados em funcéo de porcentagem de converséo de acordo com a equagao (13).

1Ai - 1Af> (13)
1A

Conversao (%) = 100x (

Onde, IAi e IAf é o valor do indice de acidez inicial e o valor do indice de acidez final

~ KOH .
da reagcdo em (mg ?), respectivamente.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de pequi

As anélises fisico-quimicas do 6leo de pequi foram realizadas e comparadas ao de outros

6leos vegetais conforme expressam na Tabela 4.

Tabela 4 — Comparativo dos resultados das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de pequi com outros 6leos ve-

getais.
PROPRIEDADES / RESULTADOS Babacu | castanhado |\, aiba Soja
Oleo de pequi (bruto) (in natura) . Para (innatura) | (Refinado)
(in natura)
indice de Acidez 2,32 0,29 3,75 5,4 67,5" 0,3"
(mgKOH/qg)
Acido Graxo Livre 1,17+0,14 - 2,7" 34,0" -
(% de AGL)
Teor de Umidade 0,0912 + 0,003 - 0,33" 0,8" -
(% em peso)
Massa Especifica a 20°C 942,40 921,5' 884! 893" 920"
(Kg/im®)
Viscosidade Cinematica 41,83+1,29 29,50 - - 30,58
a 40°C (mm?/s)

Fontes: PONTE, 2017'; VIEIRA et al., 2018"; ROCHA, 2018""; HENRIQUE et al., 2012".

O valor maximo aceitavel do indice de acidez para a producdo de biodiesel conforme
Resolugdo ANP N° 45, de 25.8.2014 ¢é 0,50 mgKOH/g. Com isso, 6leos vegetais e gorduras
animais que apresentam indices de acidez elevados, podem prejudicar o rendimento da produ-
cdo de ésteres pela formacéo de glicerol no processo de transesterificacao.

Para o 6leo de Pequi bruto, o valor encontrado desse parametro foi de 2,32 mgKOH/g
(£ 0,29). No estudo de Ferreira et al., (2019), o valor de indice de acidez foi de 3,24 mgKOH/g
(x 0,14); ja Santos et al, (2010) relataram o resultado de 3,23 mgKOH/g (+ 0,32). Vieira et al,
(2018) obtiveram IA de 1,95 mgKOHY/g (£ 0,01), sendo o mais préximo do resultado do traba-
Iho.

Na Tabela 4, comparando com os estudos de Ponte, (2017); Vieira et al., (2018); Rocha,
(2018) para os 6leos vegetais in natura, sendo, babacu (3,75 mgKOH/g), castanha do Paréa (5,4

mgKOH/g) e macauba (67,5 mgKOHY/Qg), respectivamente, valores dos indices de acidez foram
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superiores ao encontrado no estudo. J& no estudo de Henrique et al., (2012), com relacdo ao
6leo de soja refinado (0,3 mgKOH/g), o valor foi inferior ao obtido no estudo.

Foi realizada uma hidrolise basica e acida objetivando a transformacao de triacilgliceri-
deos presentes no 6leo de pequi bruto em AGL para posterior geracdo de ésteres por esterifica-
cao. Apos o processo da hidrolise, o resultado do percentual de &cidos graxos livres (% AGL)
aumentou de 1,17% (z 0,14) para 6,28 % (z 0,18) perfazendo um percentual de 536%, consta-
tando que este processo quimico teve a eficiéncia esperada. Reacdes de hidrolise basica e acida
podem ocorrer em 6leos vegetais uma vez que estes sao ésteres, sendo que a hidrdlise basica
produz o glicerol e os sais de &cidos graxos que fazem parte do éleo. Deste modo, quando estes
sais sdo posteriormente submetidos a uma hidrdlise &cida, ocorre a producédo de acidos graxos
(PONTES, 2017).

Vieira et al., (2018) esclarecem que, como a acidez de um 6leo é oriundo da hidrélise
parcial dos glicerideos existentes em sua composicao e ndo por ser uma propriedade especifica
de um dleo, as variacBes dos resultados estdo relacionadas com a natureza e qualidade da ma-
téria-prima, com a qualidade e o grau de pureza do 6leo e com 0 modo de extracdo e tempo de
armazenamento.

O resultado do teor de umidade do éleo de pequi bruto foi menor que 0,1% em massa,
a saber: 0,0912 % (+ 0,003). Nos estudos de Santos et al, (2010) e Vieira et al, (2018) foram
observados os valores de 1,0% (+ 0,05) e 0,31% (+ 0,05), respectivamente.

A determinacdo do teor de umidade € utilizada como parametro para a avaliacdo da
qualidade, estabilidade e composicéao de 6leos e gorduras (VIEIRA et al., 2018). A umidade do
6leo pode favorecer a reacdo de hidrdlise, a qual quebra as ligacOes de éster glicerideo, ocor-
rendo a formac&o de &cidos graxos livres, monoacilglicerideos, diacilglicerideos e glicerol, pro-
movendo o aumento da acidez. A presenca de dgua em quantidades indesejaveis favorece a
saponificacdo consumindo o catalisador e diminuindo assim, a eficiéncia da reacdo de transes-
terificacéo alcalina (LOBATO, 2011).

O resultado da massa especifica & 20°C do 6leo de pequi bruto foi de 942,40 kg/m?®.
Resultados proximos foram obtidos nos estudos de Vieira et al, (2018) e Ferreira et al, (2019),
sendo, 944,0 Kg/m?® e 915,8 Kg/m®, respectivamente.

A densidade de um material também esté relacionada com a sua estrutura quimica. Por-
tanto, tratando-se dos triglicerideos e acidos graxos encontrados em 6leos vegetais ou gorduras
animais, quanto maior for seu grau de insaturagdo e menor for sua massa molecular, menor seréa
uma densidade (KNOTHE et al., 2006; LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).
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A viscosidade cinemética a 40 °C do 6leo de Pequi bruto apresenta 41,83 (+ 1,29) mm#/s,
sendo maior quando comparado com o estudo de Ferreira et al. (2019), pelo qual apresenta
34,61 (£ 3,76) mm2/s,

A viscosidade de um fluido é definida como sendo a resisténcia ao deslizamento de suas
moléculas devido a friccdo interna, sendo que, quanto maior o grau de friccdo de um fluido,
maior sera sua viscosidade. O significado fisico da viscosidade cinemaética € o da resisténcia
apresentada por um fluido em escoar, sob a influéncia da forca de gravidade. Na producéo de
combustiveis, esta propriedade influencia nas propriedades triboldgicas, ou seja, nas caracteris-
ticas de desgaste, atrito e lubrificacdo, além da qualidade do diesel (cetanagem) e atomizacao
para combustdo (ARAUJO et al, 2010; CAETANO, 2022).

5.1.1 Determinacao do perfil dos acidos graxos (%) por cromatografia gasosa (CG/FID)

Utilizando analise cromatografica gasosa (CG/FID) das amostras de OPB, a composicao

do 6leo de pequi foi determinada e os dados obtidos encontram-se descritos na Figura 24.

Figura 24 — Cromatograma do 6leo de pequi bruto.

Fozus GC-Channel 1
— am_555_pequi_bruto_[2)
5000 am 655 _pequi_bruto_[2)dat [ 5000
Hame
4000 4 4000
s
2 ~
2 g
2 3
[}
L
7 2 n
3000 4 £ - 5 000
E @ =
] = o —~ m W
= m ) o " Fel
: = - 8 g
= = e + 2
= o o =
= (=] = [~ =
2 = o 7 5 2 s =
2 T ] ‘oa H 2
moy g ° e e o 5 [
H - ~ | CEx o -
4 = T oo m = o
g a & aZ ‘E% # 0
o o T E -
a c ‘ec 2m I - =} L
@ n Bn B2 o o N =
d o T i wy B B 8 r
5 7 3 B v e Tu 3 b w3 ¥
ooy 5 =2 H F 03 = T 532 & Lo
= "= Jn Ea =
k= =% \% = 5 ma 0 ;‘E s o 2
2 m 1] 2 o LT on [L om vy m
o ] = — — e [=r= v =
= = =] (= o - 2 o o o [
e aQ 5 F o P oo a
T o 2 - b 0 = e a ]
&} [x} &} &} o [3TA R oo D0 &}
i | | | | | [ | ) - | 0
I I I I I 17 T I [

30 kTR 40,0 424 45,0

=3
wh
=
=3
=
h
[=)
=
=
[
=
]
[
oh
=3
[
=1
h
wn
=
=3
o
=3
wh

hfnutes

Fonte: RE n° 3469/21 - NUTEC, 2021.



70

Tabela 5 — Acidos graxos do 6leo de pequi bruto obtidos por CG/FID.

< ESTRU- MASSA MOLAR CG/FID
ACIDO GRAXO TURA (g/mol) (%) (MM*9%)
Palmitico C16:0 256,43 10,93 28,03
Estearico C18:0 284,48 3,23 9,19
Oléico C18:1n9c 282,47 24,9 70,34
Linoléico C18:2n6¢ 280,44 49,44 138,65
Alfa-Linolénico C18:3n3 278,43 5,58 15,54
Gama-Linolénico C18:3n6 278,43 0,27 0,75
Araquidico C20:0 304,47 0,45 1,37
Cis-11-Eicosenoico C20:1n9 310,51 0,38 1,18

MM Total (6leo de Pequi bruto) 265,04
Fonte: Autor, 2022.

Conforme Tabela 5 e Figura 24, o perfil de acidos graxos do OPB revelou um total de
80,57% de insaturados e 14,61% de saturados, sendo que, com relacao aos insaturados, do total
mencionado, 49,44% é composto de acido linoléico e 24,9% do acido oléico, portanto, 0s com-
ponentes majoritarios. Outros acidos graxos encontrados foram: acido palmitico (10,93%),
Alfa-Linolénico (5,58%) e acido estearico (3,23%).

Utilizando andlise cromatografica gasosa (CG/FID) das amostras de OPH, a composi-

cao do 6leo de pequi foi determinada e os dados obtidos encontram-se descritos na Figura 25.

Figura 25 — Cromatograma do 6leo de pequi hidrolisado.
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Tabela 6 — Acidos graxos do 6leo de pequi hidrolisado obtidos por CG/FID.
ACIDO GRAXO ESTRUTURA MASSA MOLAR CG/FID (MM*%)

(g/mol) (%)

Palmitico C16:0 256,43 12,17 31,21
Palmitoléico Cl6:1 254,41 0,08 0,20
Estearico C18:0 284,48 3,38 9,62
Oléico C18:1n9c 282,47 26,71 75,45
Linoléico C18:2n6¢ 280,44 52,73 147,88
Gama-Linolénico C18:3n6 278,43 0,27 0,75
Cis-11-Eicosenéico C20:1n9 310,51 0,14 0,43

MM Total (6leo de Pequi hidrolisado) 265,54
Fonte: Autor, 2022.

Conforme Tabela 6 e Figura 25, o perfil de &cidos graxos do OPH revelou um total de
79,93% de insaturados e 15,55% de saturados, sendo que, com relagdo aos insaturados, do total
mencionado, 52,73% é composto de &cido linoléico e 26,71% do &cido oléico, portanto, 0s
componentes majoritarios. Outros acidos graxos encontrados foram: acido palmitico (12,17%)
e &cido estedrico (3,38%).

Analisando os perfis de acidos graxos do OPB e OPH neste estudo, verifica-se que am-
bos apresentaram o acido linoléico e oléico como acidos majoritarios. Resultados semelhantes
utilizando o 6leo de pequi foram obtidos no estudo de Ferreira et al., (2019), sendo o acido
linoléico (46,6%), seguido do &cido oléico (34,2%). Entretanto, estes resultados divergem de
outros estudos que também foram utilizados o 6leo de pequi apresentando os &cidos palmiticos
e oléicos como preponderantes (GUIMARAES et al., 2022; JOHNER; HATAMI; MEIRELES,
2017). Sendo estes acidos graxos considerados insaturados, contribuem para a instabilidade
quimica do 6leo, pois possuem ligagdes duplas em suas cadeias (FERREIRA, 2019). Neste
sentido, Melo (2010) acrescenta que, quando essas insaturacdes estdo presentes na molécula,
como consequéncia, torna as interacdes moleculares menos eficientes devido um desfavoreci-
mento esteérico e de uma menor viscosidade. Corroborando com este entendimento, Vieira et
al., (2018) explicam que, quanto maior o nimero de ligagdes insaturadas (duplas), menor serdo
as interacdes moleculares e que, com o incremento ligacdes simples na cadeia carb6nica através
de acidos graxos saturados, maiores serdo estas interagoes.

Segundo Ferreira (2019), as diferentes caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de Pequi
podem ser justificadas por fatores ambientais do plantio como localizagcdo geografica, clima,
solo, amadurecimento do fruto e tempo de colheita. Sobre a influéncia das caracteristicas fisico-
quimicas do 6leo de pequi, Souza, et al., (2019) destacam que a producdo do biodiesel é influ-

enciada pelo perfil de acidos graxos existentes nesse Oleo, explicando ainda que, ésteres
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preparados com &cidos graxos insaturados apresentam-se com baixo numero de cetano, forma-
cao de residuos solidos e sofrem mais facilmente os fenémenos da oxidagdo, degradacgéo e po-
limerizacdo, sendo mais vulneraveis a reacdo de hidrélise por contaminacdo por agua que oS

demais ésteres produzidos quando comparados com &cidos graxos saturados.

5.2 Conversao do biodiesel etilico e metilico de 6leo de pequi hidrolisado com as enzimas
livres

Baseado na metodologia e dos valores 6timos obtidos no estudo de Souza (2013), foi
realizado o processo quimico de esterificagdo homogénea do 6leo de pequi hidrolisado (OPH)
com o alcool etilico e metilico utilizando as enzimas CALB (Candida antarctica) e Eversa®
Transform 2.0 (Thermomyces lanuginosus) como biocatalisadores, onde em cada sintese foi
adicionada a quantidade equivalente a 80 UpNPBg™ de enzima livre, respectivamente, nos tem-
pos de reacdes de 2h, 4h, 6h e 8h, na proporcdo de 1:1 mol L™* (6leo:alcool) sob agitacio me-
canica de 150 rpm a temperatura de 37°C. Os resultados encontram-se na Tabela 7 e Figura 26.

Tabela 7 — Teores de conversdes obtidos através de sintese de esterificacdo através de biocatalisadores CALB e
Eversa® Transform 2.0 livres no meio reacional.

RENDIMENTO
o Tempo Reacional (h)
SINTESE
2 4 6 8

Teor Teor Teor Teor

(%) (%) (%) (%)
Pequi/CALB/Etanol 48,04 +0,69 36,96 +0,33 51,21 £5,50 68,77 £0,25
Pequi/CALB/Metanol 58,30 +0,37 37,33 0,32 36,14 +0,09 68,39 +0,04
Pequi/ET 2.0/Etanol 47,67 +0,21 37 £0,19 16,03 £0,12 11,47 £7,49
Pequi/ET 2.0/Metanol 68,50 +0,24 68,56 +0,28 68,85 +0,17 79,17 0,03

Fonte: Autor, 2022.
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Figura 26 - Sintese de ésteres utilizando 6leo de pequi hidrolisado e os alcoois etilico (1:1) e metanol (1:1) como
sistemas alcodlicos e as enzimas CALB e Eversa® Transform 2.0, ambas, na forma livre: (A) Enzima CALB com
(m) etanol ¢ (@) metanol; (B) Enzima Eversa® Transform 2.0 com (m) etanol e (@) metanol; (C) Enzimas (A)
CALB e (O) Eversa® Transform 2.0 com etanol; (D) Enzimas (A) CALB e (O) Eversa® Transform 2.0 com

metanol.
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Conforme a Figura 26-B, o melhor resultado da conversdo catalitica utilizando os bio-
catalisadores e os &lcoois na forma livre no meio reacional neste estudo foi de 79,17% (8h) com
a lipase Eversa® Transform 2.0 e metanol, sendo que, nos tempos reacionais de 2h a 6h prati-
camente ndo houve variacdo significativa de conversao, apresentando uma media de 68,6%
neste intervalo. Portanto, com o aumento do tempo reacional, ocorreu um aumento de conver-
séo catalitica em 15,6% de ésteres metilicos de acidos graxos, considerando o tempo inicial de
2h e o final de 8h, sendo assim resultados promissores para a producdo de biodiesel. Valores
de conversdes inferiores foram encontrados quando na utilizacdo da enzima Eversa® Trans-
form 2.0 com etanol e um comportamento decrescente foi observado, considerando os tempos
reacionais de 2h a 8h, obtendo assim, uma reducao de 24,0% de esteres etilicos de acidos graxos
considerando o tempo inicial de 2h e final de 8h.
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Segundo estudos de Chang, Chan e Song (2021), a tolerancia da enzima liquida Eversa®
Transform 2.0 ao metanol pode ser atribuida ao ambiente mais brando criado pela agua gerada
pela esterificacdo dos AGL acarretando a criacdo de mais areas interfaciais para a reacdo, que
pode aumentar a taxa de reacao e, consequentemente, a conversao em ésteres metilicos de aci-
dos graxos o que justificaria os bons resultados deste estudo. Contudo, o excesso de metanol
afetaria a estabilidade da enzima, o que poderia levar a desnaturacdo desta de forma irreversivel.

Ja com relacdo a CALB, o estudo demonstrou que conversées maximas proximas de
69,0% (8h) foram obtidas utilizando tanto o etanol quanto metanol, sendo resultados promisso-
res. No tempo reacional de 4h, os valores de conversdes da CALB com etanol e metanol foram
praticamente 0s mesmos com uma média de 37% (Figura 26-A).

Pedro et al., (2019) relataram em seu estudo que, utilizando a enzima CALB livre para
sintese enzimatica de ésteres etilicos de acido graxo oleico, um valor maximo de converséo foi
obtido, sendo de 39% nas condi¢des 6timas de temperatura a 40°C no tempo reacional de 30
minutos, enfatizando que os rendimentos de ésteres etilicos de acidos graxos obtidos com a
CALB indicam que esta lipase apresenta melhor desempenho em reacdes de esterificacdo do
que as de transesterificacao.

Sun, Gun e Chen, (2021) pesquisaram sobre o comparativo de trés lipases liquidas co-
merciais, Eversa®Transform 2.0, CALA e CALB para produzir ésteres metilicos de acidos gra-
xos do Oleo da semente de Semen Abutil e concluiram que, entre as lipases testadas, a
Eversa®Transform 2.0 foi a que obteve rendimento maximo de biodiesel, equivalente a 94,2 %
(x1,3) sob as seguintes condicBes ideais: carga de lipase 6%, teor de adgua 20%, Gleo 1:7
(mol/mol) para etanol, 11 h, 37 °C.

Valores proximos de conversdo de esteres etilicos utilizando CALB e etanol no tempo
reacional de 4h foram observados do estudo de Pedro, (2018), obtendo uma conversédo do 6leo
acido em ésteres etilicos de 32%, nos seguintes parametros racionais: razdo 6leo:etanol (1:1),
30°C. Ressalta ainda no seu estudo que a CALB possui as seguintes caracteristicas: geralmente
apresenta alta atividade para acidos graxos de cadeia curta e média e baixa atividade para ca-

deias longas; é muito estereosseletiva para alcoois secundéarios; ndo sofre ativacédo interfacial.

5.3 Conversao heterogénea do 6leo de pequi hidrolisado com as enzimas CALB e Eversa®
Transform 2.0 e reutilizagdo da lipase imobilizada.

Baseado na metodologia e dos valores 6timos obtidos no estudo de Souza (2013), foi

realizado o processo quimico de esterificacdo heterogénea do 6leo de pequi hidrolisado (OPH)
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na presenca de alcool etilico ou metilico utilizando as enzimas CALB (Candida antarctica) ou
Eversa® Transform 2.0 (Thermomyces lanuginosus) como biocatalisadores imobilizados em
nanoparticulas magnéticas de ferro (FesOs) com quantidade equivalente a 80 UpNPBg™ na
proporcdo de 1:1 mol L™ (6leo:alcool) sob agitagdo mecénica de 150 rpm a temperatura de
37°C e tempo reacionais de 1h e 8h. O biocatalisador foi separado do meio reacional por mag-
netizacdo e lavado com hexano para remocao de substratos ndo reagidos e/ou moléculas de
produtos retidas no microambiente do biocatalisador. Em seguida, o biocatalisador foi introdu-
zido em uma nova mistura de reacao.

Os resultados dos rendimentos para o tempo reacional de 1h encontram-se na Tabela 8
e Figura 27.

Tabela 8 — Teores de conversdes obtidos através de sintese de esterificacdo através de biocatalisadores CALB e
Eversa® Transform 2.0 imobilizados em NPM no tempo de 1h.

RENDIMENTO
SINTESE CICLO | CICLO I CICLO Il
Teor (%) Teor (%) Teor (%)
Pequi/CALB-NPM/Etanol 53,43 +0,19 50,03 +0,07 47,04 £0,15
Pequi/CALB-NPM/Metanol 47,09 +0,07 47,14 +0,15 46,98 +0,07
Pequi/ET 2.0-NPM/Etanol 47,40 +0,22 47,25 +0,30 46,88 +0,08
Pequi/ET 2.0-NPM/Meta- 47,14 0,30 4714 %015 46,98 +0,22

nol

Fonte: Autor, 2022.

Figura 27 — Rendimento do biodiesel e reutilizacdo da lipase imobilizada: (A) Enzima CALB com (m) etanol e (o)
metanol; (B) Enzima Eversa® Transform 2.0 com (m) etanol e (@) metanol;, Reacdo condicGes: razdo molar
6leo/alcool (1:1); dosagem de catalisador, Att= 80 U.g%; tempo de reagdo: ciclos de 1 h cada, temperatura de
reacdo, 37 °C.
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O estudo demonstra que, no geral, considerando todos 0s parametros reacionais para
uma 1(h), praticamente ndo houve reducdo significativa de converséo para os trés ciclos pres-
supondo manutencdo das atividades cataliticas. No ciclo I, com o biocatalisador CALB-
NPM/Etanol, foi obtido um rendimento de 53,43%, ficando proximo ao melhor resultado da
EVERSA TRANFORM 2.0-NPM/Etanol, que foi de 47,40 %, uma diferenca de apenas 11,28
%. Ap0s 3 ciclos de reuso, a conversao diminuiu apenas 12 % na producgéo de ésteres etilicos.
Ja utilizando o CALB-NPM/Metanol, apesar de apresentar valores de conversées menores
qguando comparados aos do biocatalisador CALB-NPM/Etanol em todos os trés ciclos, em mé-
dia 47%, o percentual de reducdo da atividade deste biocatalisador foi de 0,2% ap6s 3 ciclos de
reuso.

Os pesquisadores Carneiro, Marques e Gongalves, (2014) em um estudo de producao
de ésteres através de esterificacdo enzimatica de acidos graxos de 6leo de coco utilizando lipase
de CALB imobilidade covalentemente em um suporte de quitosana nas seguintes condic¢oes
6timas: quantidade de enzima oferecida de 65 U.g, 150 rpm, razdo dleo:etanol (1:1), 8h, tem-
peratura de 45°C, obtiveram conversao 73,25 %, mantendo sua atividade até o final de 10 ciclos.

Utilizando os biocatalisadores EVERSA TRANFORM 2.0-NPM/Etanol e EVERSA
TRANFORM 2.0-NPM/Metanol, o estudo revelou que em ambos ocorreram reducdes infimas
de conversdes apds 3 ciclos de reuso, sendo 1,1% e 0,3%, respectivamente.

Para o tempo reacional de 8h, conforme exposto na Tabela 9 e Figura 28, o estudo mos-
tra que a méxima conversédo entre os ciclos foi de 88,44% utilizando CALB-NPM/Etanol no
ciclo I com reducdo consideravel na conversao ja no ciclo 11 (73%) e apds 3 ciclos de reuso,
85%. Comportamentos semelhantes de reducdo acentuada de conversdo apds o reuso foram
observados quando utilizados os biocatalisadores CALB-NPM/Metanol e EVERSA TRAN-
FORM 2.0-NPM/Etanol, sendo que o percentual de reducdo da conversao apos o ciclo | foi de
56% e 80% e apods 3 ciclos de reuso foi de 81% e 88%, respectivamente. Entretanto, as sinteses
utilizando EVERSA TRANFORM 2.0-NPM/Metanol foram promissoras tendo em vista que a
conversdo media foi de aproximadamente 81% de ésteres metilicos e houve uma redugéo infima
de atividade apds 3 ciclos de reuso, sendo de apenas 7%, pressupondo manutencdo das ativida-

des cataliticas nestas condicdes.
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Tabela 9 — Teores de conversdes obtidos através de sintese de esterificacdo através de biocatalisadores CALB e
Eversa® Transform 2.0 imobilizados em NPM no tempo de 8h.

RENDIMENTO
SINTESE CICLO | CICLO Il CICLO 11l
Teor (%) Teor (%) Teor (%)
Pequi/CALB-NPM/Etanol 88.44 £0.13 23.70 038 13.56 20,76
Pequi/CALB-NPM/Metanol  64.85 +0.31 2834 +2.82 1311 +1.20
Pequi/ET 2.0-NPM/Etanol 88,40 +0,07 1815 0,77 10,30 +4,46
Pequi/ET Zf(;INPM/ Meta- g5 464012 82,55 +0.23 76.90 £0,03

Fonte: Autor, 2022.

Figura 28 — Rendimento do biodiesel e reutilizacdo da lipase imobilizada: (A) Enzima CALB com (m) etanol ¢ (o)
metanol; (B) Enzima Eversa® Transform 2.0 com (m) etanol e (®) metanol; Reacdo condic¢Bes: razdo molar

6leo/alcool (1:1); dosagem de catalisador, Att= 80 U.g%; tempo de reagdo: ciclos de 8 h cada, temperatura de
reacdo, 37 °C.
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Alguns pesquisadores explicam possiveis causas da desativacao enzimatica, o que pode
elucidar os resultados apresentados da queda de converséo a partir do segundo ciclo. Sobre os
catalisadores heterogéneos, Machado, (2017) explica que ndo possuem tempo indefinido de
atividade, pois estdo submetidos a desativacao por perda de atividade relativa ao tempo através
do fendmeno de envelhecimento ocasionado pela modificacdo estrutural da superficie cristalina
ou depdsitos de materiais estranhos dentro das porcGes ativas do catalisador. Santin, (2013)
relata que a hidrofobicidade dos solventes organicos influencia a atividade da enzima e a espe-
cificidade dos substratos. Em complemento das possiveis justificativas, Rocha, (2018) em sua
pesquisa sobre catalise enzimatica para a producdo de biodiesel a partir de 6leo residual de
andiroba, revela que o decaimento do rendimento a partir do segundo ciclo possa ter ocorrido

pela utilizacdo do hexano (solvente orgénico) utilizado para extrair os &cidos graxos no final de
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cada processo, pois cogita-se que o hexano residual contido na fragdo enzimatica ndo evaporou
apos a separacgdo reduzindo o poder catalitico devido uma possivel alteracdo da estrutura tridi-
mensional da enzima.

5.4 Comparativo do uso da enzima livre x enzima imobilizada

Foi realizado um comparativo entre as sinteses de esterificacdo de AGL do 06leo de pequi
hidrolisado na temperatura de 37°C, agitacdo de 150 rpm e 8h com os biocatalisadores CALB
e Eversa Transform 2.0 nas formas livres e imobilizados em NPM com etanol e metanol, no
intuito de analisar o protocolo mais viavel tecnicamente.

Conforme Figura 29 (A), o estudo demonstrou que, o rendimento da esterificacao Pe-
qui/CALB-NPM/Etanol foi superior quando comparado a sintese Pequi/CALB Livre/Etanol. Ja
quando utilizando metanol ao invés do etanol nas duas situacdes anteriores, 0s rendimentos
foram préximos.

De acordo com a Figura 29 (B), percebe-se uma diferenca consideravel de rendimento
(75,93%) do Pequi/ET 2.0-NPM/Etanol, que foi bem superior quando comparado a sintese Pe-
qui/ET 2.0 Livre/Etanol. Entretanto, quando utilizando metanol, percebe-se um discreto au-

mento da ET 2.0 imobilizada quando comparada na sua forma livre.

Figura 29 — Comparativo dos rendimentos obtidos das reacdes de esterificacdo dos acidos graxos livres do 6leo
hidrolisado de Pequi na temperatura de 37°C, agitacdo de 150 rpm e 8h com biocatalisadores CALB (A) e Eversa
Transform 2.0 (B) nas formas livres e imobilizados em NPM com etanol e metanol.
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6 CONCLUSOES

O oleo de pequi apresentou 0s seguintes acidos graxos majoritarios em sua composicao:
Oléico e Linoléico, sendo acidos graxos potencias para a sintese de biodiesel.

Foi comprovada a transformacéo de triacilglicerideos presentes no éleo de pequi bruto
em &cidos graxos livres pelo processo de hidrolise, o que favoreceu a producao de biodiesel por
esterificacao.

Na sintese homogénea, a combinacdo da enzima Eversa® Transform 2.0 com metanol
na forma livre no meio reacional apresentou melhor viabilidade de converséo catalitica de aci-
dos graxos livres em ésteres do que utilizando a enzima CALB.

Na sintese heterogénea, a combinacdo da enzima Eversa® Transform 2.0-NPM com
metanol foi a mais viavel tecnicamente.

Os resultados foram considerados promissores, com isso, novos estudos devem ser rea-
lizados para aperfeicoamento da técnica utilizada, pois, o estudo apresentou valores de teores
de conversdes de ésteres proximos ao exigido pela Resolucdo ANP N° 45 de 25/08/2014 da
Agéncia Nacional do Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis.

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes sugestfes podem ser
delineadas:

e Avaliar a estabilidade térmica das lipases CALB e Eversa® Transform 2.0 imobilizadas
em nanoparticulas magnéticas;
e Estudar aviabilidade econémica da producdo de biodiesel por rota enzimatica utilizando

Eversa® Transform 2.0 imobilizada em nanoparticulas magnéticas;

e Aprimorar a configuracdo das varidveis do sistema reacional para emprego na producao
de biodiesel por rota enzimatica;

e Caracterizacdo da nanoparticula magnética utilizada como suporte heterogéneo para
sintese enzimatica de biodiesel;

e Estudar a imobilizagéo das lipases CALB e Eversa® Transform 2.0 em outros suportes
alternativos de menor custo e facilidade de separacdo da enzima visando economia do

processo e minimizando problemas no reuso em reagdes de hidroesterificacao.
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