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RESUMO

A producdo de Biodiesel, estabelecida na indUstria atraves da reacdo de transesterificacéo,
utiliza majoritariamente 6leos com baixo indice de acidez, portanto, extremamente refinados, o
que diminui a aplicabilidade produtiva em termos de matérias-primas nao tdo refinadas e
consequentemente com indices de acidez mais elevados. E nesse senario que surgem rotas
alternativas de producdo, que possibilitam a utilizacdo de matérias graxas ndo nobres,
conferindo um apelo ambiental e uma perspectiva de aprimoramento de novas e mais
econdmicas metodologias de producdo de biocombustiveis. O objetivo desse trabalho foi a
sintese de biodiesel através da producgéo de &cidos graxos por meio da saponifica¢do por rota
quimica do 6leo de coco residual assistida no ultrassom seguida de hidrolise acida e posterior
esterificacdo enzimética do material graxo produzido, utilizando a Lipase B de Candida
antarctica (CAL-B) imobilizada em resina acrilica (Novozym ® 435) como biocatalizador
enzimatica, o que denomina-se hidroesterificacdo. A utilizacdo do banho ultrassénico na etapa
reacional inicial, teve o intuito de acelerar o processo de saponificagcdo, uma vez que a cavitacdo
provocada no fluido submetido a ondas ultrassénicas amplia a miscibilidade entre os reagentes
possibilitando maior contato entre as interfaces de 6leo e solucédo etandlica de KOH, acelerando
o0 tempo de reacdo e diminuindo significativamente a necessidade de elevadas temperaturas para
a execucdo do processo. Para a etapa de esterificacdo enzimatica, um planejamento
experimental fatorial 2 do tipo PCC (Planejamento Completo Central) de quatro variaveis
(temperatura, tempo reacional, razdo molar e concentracdo de biocatalisador) foi realizado no
software Statistica, no intuito de avaliar a influéncia das condi¢des operacionais no rendimento
do processo. Para tanto, inicialmente realizou-se 27 rea¢6es com diferentes combinagdes dos
parametros reacionais, em seguida, apos a determinacdo do ponto 6timo, o mesmo foi otimizado
através de redes neurais. Fez-se um comparativo entre o desempenho do ponto étimo otimizado
da reacdo de esterificacdo enzimatica quando realizado com agitacdo mecanica (incubadora) e
banho ultrassnico. Verificou-se que dentre os parametros com influéncia lineares, 0 mais
estatisticamente significativo, foi a razdo molar. A melhor combinacdo para as 27 reacdes
apresentou um rendimento de 88% em conversdo de acidos graxos em ésteres. Ja para o
comparativo do ponto otimizado entre agitacdo mecanica e banho ultrassénico, a primeira
apresentou como melhor conversao 83,39 % e o0 segundo, 80,86%. A conversdo obtida para o
ponto otimizado nos dois sistemas reacionais descritos foi menor que o ponto 6timo do
planejamento experimental inicial, isso deveu-se ao fato dos resultados obtidos para as 27
reacOes ndo obedecerem a distribuicdo normal o que contribuiu negativamente na obtencdo do
ponto otimizado exato via redes neurais, visto que foram necessarias a realizacao de adequacoes
do modelo utilizado (Linear quadréatico e especificacfes) para que os resultados pudessem ser
representados estatisticamente.

Palavras-chave: Hidrosterificagdo, Oleo residual de coco, etanol, lipase
imobilizada, planejamento experimental.



ABSTRACT

The production of Biodiesel, established in the industry through the reaction of
transesterification, mainly uses oils with low acidity index, therefore, extremely refined, which
reduces the productive applicability in terms of raw materials not so refined and consequently
with more acidity indexes high. It is in this senario that alternative production routes emerge
that allow the use of non-noble greases, giving an environmental appeal and a perspective of
improvement of new and more economical biofuel production methodologies. The objective of
this work was the synthesis of biodiesel through the production of fatty acids by the chemical
route saponification of the residual coconut oil assisted in the ultrasound followed by acid
hydrolysis and subsequent enzymatic esterification of the fatty material produced using Lipase
B of Candida antarctica (CAL-B) immobilized on acrylic resin (Novozym ® 435) as an
enzymatic biocatalyst, which is called hydroesterification. The use of the ultrasonic bath in the
initial reaction stage had the purpose of accelerating the saponification process, since the
cavitation provoked in the fluid subjected to ultrasonic waves amplifies the miscibility between
the reagents allowing greater contact between the oil interfaces and the ethanolic solution of
KOH, accelerating the reaction time and significantly reducing the need for high temperatures
for the execution of the process. For the enzymatic esterification step, a 2k experimental design
of the PCC (Complete Central Planning) type of four variables (temperature, reaction time,
molar ratio and biocatalyst concentration) was performed in the Statistica software, in order to
evaluate the influence of the conditions operating costs. In order to do so, we initially performed
27 reactions with different combinations of the reaction parameters, then, after the
determination of the optimal point, it was optimized through neural networks. A comparison
was made between the optimum optimum performance of the enzymatic esterification reaction
when performed with mechanical agitation (incubator) and ultrasonic bath. It was verified that
among the parameters with linear influence, the most statistically significant, was the molar
ratio. The best combination for the 27 reactions showed an 88% yield in conversion of fatty
acids to esters. Comparing the optimized point between mechanical agitation and ultrasonic
bath, the first one presented the best conversion 83.39% and the second, 80.86%. The
conversion obtained to the optimized point in the two reaction systems described was less than
the optimum point of the initial experimental design, due to the fact that the results obtained for
the 27 reactions did not obey the normal distribution, which contributed negatively to obtaining
the optimized point (neural networks), since it was necessary to make adaptations of the model
used (Linear quadratic and specifications) so that the results could be represented statistically.

Keywords: Hydrosterification, residual coconut oil, ethanol, immobilized lipase, experimental
design.
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1. INTRODUGCAO

A tecnologia enzimatica na modificacdo de dleos e gorduras vem ganhando espaco, por
apresentar vantagens quando comparada aos processos convencionais, que exigem a operagao
em temperaturas e pressdes mais elevadas e grande consumo de produtos quimicos, o que
instiga a pesquisa e o desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitem a obtengéo de
enzimas de diversas fontes com um custo reduzido. Dentre as vantagens da rota enzimatica,
pode-se apontar o0 maior rendimento e maior especificidade do processo, obtencdo de produtos
biodegradaveis, menor consumo de energia e redugdo da quantidade de residuos gerados
(CASTRO et al., 2004).

As lipases sdo enzimas naturalmente presentes no organismo dos seres Vivos,
responsaveis pelo metabolismo de O6leos e gorduras. Estas enzimas possuem um grande
potencial biotecnoldgico, pois em meio aquoso catalisam a hidrélise de triacilglicerois e, em
condicdes de baixa quantidade de &gua, podem promover também reacGes de esterificacdo,
interesterificacdo e  transesterificacdo (JAEGER et al, 1994). As lipases
(triacilglicerolacilidrolases E.C.3.1.1.3) atuam na interface entre a fase aquosa e o Oleo,
catalisando a hidrolise total ou parcial de triacilglicerois (TAG), produzindo diacilglicerdis
(DAG), monoacilgliceréis (MAG), glicerol e &cidos graxos livres (NOOR et al., 2003;
CASTRO et al., 2004).

A metodologia convencional de produgdo de ésteres a partir de triacilglicerdis é a
transesterificacdo de Oleos vegetais e gorduras animais. No entanto, estudo recente tem
investigado a viabilidade do processo de hidroesterificacdo, o qual permite, além da utilizacdo
de uma ampla variedade de lipases de baixo valor comercial, o uso de uma maior variedade de
matérias primas, incluindo 6leos de fritura, 6leos de elevada acidez bem como matérias graxas

residuais do processamento de 6leos.

De acordo com Encarnacdo (2008), a hidroesterificagcdo € um processo que envolve uma
etapa de hidrdlise seguida de uma etapa de esterificacdo. A hidrélise consiste em uma reacéo
guimica entre a gordura ou o 6leo com a agua, gerando-se glicerina e acidos graxos. Apos a
hidrolise, a glicerina é removida e os &cidos graxos gerados sdo lavados para remocao de
residuos reacionais para em seguida serem esterificados com um alcool que “neutraliza” a
acidez presente, gerando ésteres de elevada pureza. Na reacdo também se obtém, como
subproduto, a &gua, que pode retornar para o processo de hidrolise, reintegrando-se ao processo,
finalizando o ciclo (ENCARNACAO, 2008).
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O estudo da aplicagéo do ultrassom apresenta-se como uma alternativa na producéo de
acidos graxos em condicGes otimizadas e com maiores rendimentos. O ultrassom apresenta
vantagens significativas quando comparado ao processo convencional de aquecimento e
agitacdo vigorosa. 1sso deve-se ao aumento da miscibilidade entre reagentes, reducédo do tempo
reacional, reducdo da quantidade de reagentes e aumento do rendimento e da seletividade da
reacdo (STAVARACHE et al., 2007).

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi produzir biodiesel a partir da producdo de acidos graxos
utilizando como matéria prima o 6leo de coco residual, através de saponificacdo assistida no
ultrassom seguida de hidrdlise e posterior esterificacdo enzimatica do material graxo produzido,
utilizando a Lipase de Candida antarctica (CAL-B) em sua forma imobilizada (Novozyem ®
435) como biocatalisador enzimatico, no intuito de averiguar a viabilidade da obtencdo de

biodiesel através dessa rota alternativa.

2.2. Objetivos especificos

= Determinar o ponto 6timo (temperatura, tempo reacional, razdo molar e contetdo de
biocatalisador) para a sintese de ésteres de A.G.L catalisado pela CAL-B através de
planejamento experimental do tipo PCC;

» Validar experimentalmente o ponto 6timo tedrico através de dois sistemas reacionais;

= Determinar a influéncia dos parametros reacionais (temperatura, tempo reacional, razéo
molar e contedo de biocatalizador) no desempenho da rea¢éo;

= Comparar o0 curso da reacdo sob agitacdo mecanica e irradiacdo ultrassonica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A producéo de biodiesel se tornou uma necessidade irrefutdvel nos ultimos anos, visto
0 iminente esgotamento das reservas fdsseis das quais o diesel convencional é proveniente,
além da preocupagdo com os impactos ambientais que se tornam cada vez mais acentuados no
decorrer dos ultimos anos. Diante desta problemética, metodologias alternativas para obtencao
desse biocombustivel vém sendo estudadas, desenvolvidas e aprimoradas no intuito de garantir
a producéo de um combustivel que por um lado atenda os padrdes de qualidade, bem como a
crescente demanda, e por outro respeite os limites dos recursos naturais, preocupando-se com
a minimizacdo dos impactos, englobando o processo em sua plenitude, desde a escolha da
matéria prima até as razdes molares e concentracdes de reagentes que constituem o processo de
sintese do biocombustivel, levando-se também em consideracdo os subprodutos, sejam eles

indesejaveis ou com valor agregado, tanto aos produtores quanto ao ambiente.

Processos como, micro emulsdes, pirdlise, reacdo de transesterificacdo e reacdo de
esterificacdo, sdo utilizados na producdo de biodiesel. Dentre estes, a reacdo de
transesterificacdo é o processo mais utilizado (LIMA, 2015). No entanto, é sabido que a reacdo
de transesterificacdo industrial ocorre em catalise alcalina, através da utilizacdo de catalisadores
constituidos por bases fortes como hidréxido de sddio (NaOH) ou hidréxido de potassio KOH,
0 que inevitavelmente gera reacGes paralelas de saponificacdo, portanto, exigindo

invariavelmente matérias-primas semi-refinadas, encarecendo o custo de obtencdo das mesmas.

E diante deste cenario que um novo processo se apresenta como uma das novas alternativas na

producdo do biodiesel, uma vez que permite o uso de qualquer matéria-prima graxa (gordura
animal, 6leo vegetal, 6leo de fritura usado, borras &cidas de refino de dleos vegetais, entre
outros) independente da acidez e da umidade que possuem. Essa € uma caracteristica vantajosa
guando se compara essa rota alternativa ao processo convencional de transesterificacdo que
gera, inevitavelmente, sabdes afetando o rendimento dessas plantas e dificultando a separacéo
biodiesel/glicerina, trata-se da hidroesterificacdo (ENCARNACAO, 2008).

3.1. Hidroesterifica¢ao

Segundo Santos et al., (2016), a produgdo de biodiesel por hidroesterificagdo ¢ um
processo que envolve duas etapas consecutivas: a hidrolise e a esterificagdo. A primeira etapa
consiste numa reagdo quimica entre os triacilglicerideos da gordura ou 6leo vegetal e a agua.

De acordo com Mills e McClain (1949), essa reacdo de hidrdlise € uma pseudo-homogénea de



Ellefson Emmanuel S. de Oliveira

primeira ordem reversivel (com excesso de um reagente, normalmente agua) que ocorre em trés
etapas: na primeira etapa, os triacilglicerideos sdo hidrolisados em diacilglicerideos; na segunda
etapa, os diacilglicerideos sdo hidrolisados em monoacilglicerideos e, na terceira etapa, 0s
monoacilglicerideos s&o hidrolisados em glicerol, conforme apresentado na Figura 1.

Figura 1-Mecanismo guimico da hidrélise dos triacilglicerideos presentes no processo de
hidroesterificacéo.

0
[l .
CH—0-C—R CH,—OH
0 _ | O 0
T .- catalisador I - Il “
CH-0—C—R + ROH =———= CH-0—C-R 4+ RO-C-R
| ICI) Alcool | ? ,
CH;—0—=C=R™ CH;—0O—-C—R™ Monoester
Triglicerideo Diglicerideo
CH>—0OH CH;-0H
llq “ catalisador | |C|)
CH-0—C-R + ROH ———— CH-—OH + RO-C—R’
| 0 ) | 0
] Alcool 1 )
CH;—~0-C—=R™ CH,—O—C-R™™  Monoester
Diglicerideo Monoglicerideo
CH>—-0H CH;-0OH
catalisador ‘ (I:I)
CH—OH + ROH ———= CH—OH + RO-C—R’
9 Alcool ‘ )
CH—0—-C-R™™ CH>—OH Monoester
Monoglicerideo Glicerol

Fonte: Santos et al., (2015)

Em todas as etapas, sdo produzidos acidos graxos livres. A quantidade de &cidos graxos
livres é a somatdria das trés etapas. Podem ser utilizados catalisadores heterogéneos ou
enzimaticos para conduzir e otimizar a reacdo ou ainda em processos ndo cataliticos em
condicBes de fluidos subcriticas ou supercriticas. 1sso confere a essa reagcdo a vantagem de
permitir o0 uso de matérias-primas com alto teor de acidez e de umidade, uma vez que o objetivo
da hidrolise € obter alto teor de &cidos graxos livres, sendo a agua um dos reagentes (PANDEY
etal., 2011; SANTOS et al., 2016).
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Independente da acidez e da umidade da matéria-prima, o produto final da hidrolise
possui acidez superior a 99%. Portanto, ao invés de diminuir a acidez através de um refino,
como é exigido na rota convencional de producdo do biodiesel, a hidrdlise aumenta
propositadamente a acidez da matéria-prima. Além disso, obtém-se uma glicerina muito mais
pura que a glicerina advinda da transesterificacdo. Matérias-primas de grau alimenticio geram
glicerinas de grau alimenticio, a partir da hidroesterificacdo, algo que ndo ocorre na
convencional reagcdo de transesterificacdo, uma vez que quantidades significativas de sais,
alcoois e outras impurezas encontram-se dissolvidos na glicerina. Atualmente, as trés plantas
de hidrélise (SGS, em Ponta Grossa-PR; Irgovel — Industria Rio Grandense de 27 Oleos
Vegetais, em Pelotas-RS; e ICSG — Industria Campineira de Sabdo e Glicerina, em Campinas -
SP), em operacao no Brasil, atingem conversdes superiores a 99% (ENCARNACAO, 2008). A

tab 1 apresenta uma compilacao de trabalhos que utilizaram o método da hidroesterificacao.

Tabela 1-Trabalhos que utilizaram o método de hidroesterificacao.

Gomes (2009) Talukder De Souzaet Cavalcanti- Soareset Arguieiras

Referéncias et al. al. (2010) Oliveiraetal. al. (2013) et al.
(2010) (2011) (2014)
Etapa de Enzimética Enzimatica Enzimética Enzimética Agua  Enzimatica
HIDROLISE Subcritica
Modo oNIe Batelada Batelada Batelada Batelada Batelada Batelada
operagéo
Catalisador Penicillium Candida VEEG  Thermomyces Livrede Ricenanos
(% em peso  simplicissimum  rugosa pinhdo lanuginos  catalisador  communs
de 6leo) (0,05%) manso (lipase L. (2,5
(10%) liquida, 2,3 m/v)
%)
Temperatura 45°Ce 1atm 30°Cel 40°Cel 60°Celatm 250°Ce 30°Cel
e pressdo Oleo residual  atm Oleo  atm Tris- Oleo de 60 atm atm 50%
Substrato daindustria  decozinha HCL 0,1 soja:agua  Oleo 4cido v/v 6leo
pesqueira usado:agua mol / (2:1) viv de borra Tampéo
(450g de 6lec  (1:1)viv  L:Gleo de de acetato 0,1
mais 600 mL pinhdo soja:agua  mol/L pH4
enzima) manso (9:1) (1:1) viv
viv
Conversao  g1o4 em 48 h 10012{‘;1‘9’“ 98% em 2h  89% em 48h 95({"hem 99,6 % i

Fonte: Zenevicz (2015)
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Figura 2-Esquema simplificado do processo de hidroesterificagdo.

Reacio de Hidrolise

TGR + HhO =—> AGL + Glicerol

|

Separacdo  wep Glicerol

l Reacdo de Esterificacdo
AGL AGL + Alcool oy ESTERES + H:0
Separagio
H,0 -_l
Esteres

Fonte: Zenevicz (2015)

3.2. Hidrélise

Denomina-se como hidrolise, a reacdo entre triglicerdis (sais de acidos graxos) e agua,
em que sdo obtidos como produto &cidos graxos e como subproduto glicerol. A reacdo pode
acontecer na presenca de catalisadores basicos, acidos ou enziméaticos. Ap6s a hidrdlise, os
acidos graxos separados de seus sais sdo esterificados com metanol ou etanol, obtendo-se o
metil ou etil éster com elevada pureza. Uma vez que o glicerol € removido antes da etapa de
esterificacdo, como mostra 0 esquema apresentado na Fig. 2, 0 mesmo ndo sofre qualquer
alteracdo por parte de interacdo com o metanol/etanol ou com o éster, tornando a glicerina
obtida mais pura que a glicerina advinda do processo de transesterificacdo (ZENEVICZ, 2015;
GOMES, 2009).

3.3. Esterificacéo

Denomina-se esterificacdo a reacdo entre um acido graxo e um alcool (metanol ou
etanol) com consequente producéo de ésteres alquilicos e formacéo de &gua como subproduto
(ENCARNACAO, 2008). A reacdo de esterificacio é um processo reversivel e o 4cido catalisa
tanto a reagdo direta (esterificagdo) como a reacdo inversa (hidrélise do éster). Assim, para
deslocar o equilibrio em favor dos produtos podem-se utilizar dois métodos: remocédo de um
dos produtos, preferencialmente a agua, ou utilizar um excesso de um dos regentes, como 0
alcool (NEVES, 2008).
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Difere da transesterificagdo por utilizar &cidos graxos ao inves de triglicerideos, o que a
torna mais vantajosa devido a possibilidade do uso de matérias primas de baixo valor agregado
(tais como residuos e borras &cidas) e a ndo formagao de glicerol. Nos casos em que ja se dispde
do &cido graxo a ser empregado no processo, ndo ha necessidade da realizacdo da reacdo de
hidrolise, que é caracteristica do processo de hidroesterificagdo, uma vez que a matéria-prima
ja é um acido graxo (ENCARNACAO, 2008).

No entanto, a reacdo de esterificacdo exige elevadas concentracGes de alcool para se
alcancar conversdes significativas. A minima razdo molar alcool/acido graxo necessaria deve
ser de pelo menos 9:1, o que corresponde um excesso estequiométrico de 800%. Esse aspecto
desvantajoso deve-se principalmente pela formacédo de dgua ao longo da reacdo, que provoca
desativacao do catalisador (H+) presente no meio, favorecendo a reacao, reversa, de hidrolise.
Contudo, a reacao de esterificacdo pode ser catalisada por enzimas (COSTA FILHO, 2008). O
trabalho de Kulkarni et al., (2006), evidencia a viabilidade do uso de lipases na esterificacdo de
matérias primas de elevada acidez livre em propor¢des estequiométricas e em condicgdes
brandas de temperatura (COSTA FILHO, 2008). A seguir a tab. 2 apresenta uma compilacéo
de trabalho que utilizaram ultrassom na etapa de esterificacdo, utilizando catalise basica, acida
e enzimatica.

Tabela 2-Trabalhos da literatura que utilizaram esterificacdo em banho
ultrassénico com catalisadores quimicos e enzimaticos.

ESTERIFICACAO EM ULTRASSOM
Autor (ano) Catalisador Substrato Conversdo Tempo
Mootabadi H,S04 Acido graxo 98% 720 min

et al. (2010) destilado de
palma e
metanol
Hingu et al. KOH Oleo de 99% 0,93 min
(2010) cozinha e
metanol
Chand et al. KOH Oleo de 89% 40min
(2010) cozinha e
metanol
Santos et al. KOH Oleo de 98% 30min
(2009) cozinha e
metanol
Huang et al. H2S04 Acido graxo e 95% 90min
(2010) metanol
Santi etal. C.antarctica Acido graxo de 81% 180min
(2014) B (CAL-B) soja comercial
IM e etanol

Fonte: Zenevicz (2015)
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A esterificacdo pode ser realizada utilizando os alcoois metanol ou etanol. Na Tabela 1 séo
apresentadas as vantagens e desvantagens entre ambos, dentre as quais destacam-se para o
etanol a autossuficiéncia e baixa toxicidade. O metanol ainda € o &lcool mais utilizado devido
a seu baixo custo e por reagir mais rapidamente com o 6leo vegetal do que os outros alcoois.
(ZENEVICZ, 2015). A seguir a tab.3 apresenta as vantagens e desvantagens da utilizacdo do

Etanol em reacdes de esterificacéo e a fig. 3 apresenta 0 mecanismo dessa reagéo.

Tabela 3-Vantagens da utilizacdo do etanol em reacOes de

esterificacéo.

CARACTERISTICAS ETANOL METANOL
Despesas com importagéo Néo Sim
Impacto na cadeia produtiva Grande Pequeno
Geragdo de emprego no pais Muitos Poucos
Tecnologia de Transesterificagdo

dominada Sim Sim
Compatibilidade com materiais Maior Menor
Toxicidade Moderada Elevada
Impacto em caso de acidente Baixo Alto
Renovéavel Sim Né&o
Viabilidade Econémica comparativa [Equivalente  Equivalente

Fonte: Zenevicz (2015) adaptado de Jaeger et al. (1999)

Figura 3-Mecanismo de esterificagcdo enzimatica com Etanol.

CHa R
\éi‘f_ﬁ
I
] H

N+

Complexo enzima substrato (ES)

CHy 7

#)—CHy— CHy
Ester etilico

Fonte: Costa Filho (2008)
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Pelo fato de dispensar catalisadores homogéneos ou acidos e bases de lavagem, a
hidroesterificacdo, possui um custo operacional de US$ 35/ton na producdo de biodiesel
enquanto que uma planta de transesterificacdo possui o dobro do custo operacional. Numa
planta de 100.000 ton/ano, isso representa um gasto a mais de US$ 3,5 milhGes/ano
(ZENEVICZ, 2015). Diante desses levantamentos econdmicos, 0 processo de
hidroesterificacdo pode ser tdo atrativo, ou mais, que o processo de transesterificacdo alcalino
para a producéo de biodiesel.

3.4. Subprodutos do processo de Hidroesterificacéo

De acordo com Encarnacéo (2008), os principais subprodutos gerados no processo de
transesterificacdo, sdo a glicerina e a oleina. A glicerina representa cerca de 11% e a oleina 1%
a 2% do total de biodiesel produzido. Ja a hidroesterificacdo tem como subprodutos &gua e
glicerina. A obtencdo de uma glicerina mais limpa é uma das principais vantagens da
hidroesterificacdo (RAMOS et. al., 2011) . Na primeira etapa do processo que corresponde a
hidrolise acida, é gerada uma percentagem de glicerina de qualidade associada ao triglicerideo
que a gerou, equivalente a 10,5% da massa de triglicerideos constituintes do 6leo utilizado no
inicio do processo (ENCARNACAO, 2008).

A hidrélise &cida favorece a conversdo dos triacilglicerideos em acidos graxos livres,
permitindo que estes sejam utilizados na producéo de ésteres. A esterificacdo de acidos graxos
corresponde a segunda etapa do processo de hidroesterificacdo, podendo gerar conversdes
préximas a 99%. A agua gerada como subproduto, pode ser reutilizada na etapa de hidrolise
finalizando o ciclo (ARCEO, 2012).

A hidroesterificacdo apresenta uma série de vantagens, quando comparada a rota
tradicional de producgdo de biodiesel, transesterificacdo, as quais asseguram um pProcesso
quimico com menor custo e com eliminagdo de etapas de purificagdo (TEIXEIRA, 2011). A
tabela 4 apresenta um comparativo técnico entre os processos de hidroesterificacdo e

transesterificacéo.
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Tabela 4-Comparativo entre o processo

de Hidroesterificacdo e Transesterificacdo

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, méax.) e umidade (0,1

% v/v, méx.) (Custo mais alto)

Permite transformar borras de neutralizacao
como matéria prima (proveniente de outros
processos)

Transforma borras de neutralizacdo em matéria

prima

Utiliza catalisador heterogéneo (o catalisador
é totalmente recuperado)

Utiliza catalisador homogéneo (o catalisador
ndo é recuperado)

Maior velocidade de reacdo, capacidade
produtiva maior

Menor velocidade de reacdo, capacidade
produtiva menor

Utiliza pequena quantidade, em excesso, de
reagente (alcool)

Utiliza grandes quantidades, em excesso, de
reagente (alcool)

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

Gera sabdes, 0 que afeta o rendimento da
producdo e dificulta a separacéo
biodiesel/glicerina

Maior pureza do biodiesel obtido, sem a
necessidade de lavagem, requerendo apenas
secagem

O biodiesel contém contaminantes (sabdes) e
requer sua purificagéo (etapa de lavagem com
centrifuga)

Alta pureza da glicerina obtida, com baixo
custo de purificagdo. Glicerina considerada
de grau alimenticio

Glicerina contém contaminantes (sabéo, sal,
alcool, residuos graxos) dificeis de separar,
com alto custo de processo (ndo pode ser
considerada grau alimenticio).

A glicerina obtida pode ser adiciona in natura
em farelos ou ragdes.

A glicerina obtida no processo ndo pode ser
adicionada em farelos ou ra¢Ges (contaminacao
com metanol).

Custo operacional 50% menor, permitindo
retorno do capital em tempo menor, e
justificando o investimento inicial maior

Alto custo de producéo

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

Requer tratamento de efluentes

Poucos equipamentos (baixo indice de
manutencao)

Muitos equipamentos (requer manutengéo
especializada)

Grande simplicidade de operacao (poucos
operadores)

Requer grande quantidade de operadores

Facilidade para ampliacdo da capacidade da

unidade produtiva

Pouca disponibilidade para ampliagéo da
capacidade produtiva

Fonte: Teixeira (2011)
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3.5. Oleos e Gorduras: Conceitos

Os 0leos e gorduras séo substancias hidrofobicas (insolUveis em &gua) que pertencem a
classe quimica dos lipideos, podendo ser de origem animal, vegetal ou microbiana. O que difere
6leos e gorduras é exclusivamente sua aparéncia fisica (RAMOS, 2016). Séo constituidas por
uma mistura de diversos compostos quimicos, sendo 0s mais importantes os acidos graxos e
seus derivados, tais como mono-; di- ou tri-acilglicerideos e fosfatidios (OLIVEIRA, 2017). O
Conselho Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos define a temperatura de 20 °C como
o limite inferior para o ponto de fusdo das gorduras, classificando como éleo quando o ponto

de fusdo situa-se abaixo de tal temperatura. (RAMOS, 2016)

No inicio do século XIX, o quimico e fisico francés Eugene Chevreul realizou as
primeiras pesquisas acerca da constituicdo de 6leos e gorduras descobrindo que a hidrélise de

6leos e gorduras dava origem a &cidos graxos (GARCIA, 2006). A figura 4 apresenta a reacao

de hidrolise
Figura 4-Reacéo de hidrolise

0

0 |
R—C—0OH

0 H,C—O0—C—~R' Hzfll—C-H 0

| cat

R C—0—~CH 0 + 3H,0 — HO—CH + FI"—'!.“'«—GH

H,C—0—C—R" H,C— OH ﬁ'
R"—C—0OH

Fonte: Garcia (2006)

Ainda de acordo com Garcia (2006), a partir das descobertas de Chevreul, as gorduras
e os Oleos passaram a ser chamados de ésteres de glicerol (glicerideos, diacilglicerideos ou
triglicerideos). Concluiu-se que o triglicerideo é um eéster formado a partir de acidos
carboxilicos de cadeia longa (&cidos graxos) e glicerol. A figura 5 mostra a representacéo

estrutural do triglicerideo e seus constituintes.
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Figura 5-Representacéo estrutural de: triglicerideo (1), &cido graxo (2) e glicerol (3).

0
0 Hzc—O—-:|:|— R H,G—OH
Fi"—(|?!—D—C|}H |C|:| HC —OH
HzC—O—ﬁ—Fi‘” R C“‘“OH H,C—OH

o

Fonte: Garcia (2006)

Os é&cidos graxos sdo acidos organicos lineares, que diferenciam pelo nimero de
carbonos gue os constituem e também pela presenca de insaturacdes. Existem diversos acidos

graxos conhecidos que séo listados na tab. 2 para alguns 6leos e gorduras.

Os glicerideos sdo esteres formados pela condensacdo de acidos graxos e do tri-alcool
conhecido popularmente por glicerina ou glicerol (propanotriol). Esses compostos sdo

chamados de mono-, di- ou tri-acilgliceridios, dependendo se uma, duas ou trés moléculas de

acido graxo se associam a glicerina, respectivamente (MORETTO & FETT, 1989).

Devido a enorme variedade de &cidos graxos, fica evidente que os 6leos e gorduras sao
compostos de muitos tipos de triglicerideos com diferentes graus de instauracdo. A tab. 2 traz

a distribuicdo de acidos graxos de alguns 6leos e gorduras.
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Tabela 5-Distribui¢do de &cidos graxos em alguns 6leos e gorduras

Oleo ou Outros &cidos
Gordura COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS (% EM MASSA) graxos (%)
12:.0 14:.0 16:.0 18:.0 18:1 18:.02 18.03
Babacu | 44-45 [15-165| 58-85 | 25-55 | 12-16 | 14-28 - 80 (4,1-48);
10,0 (6,6 - 7,8)
Mamona 08-11 0,7-10 20-33(41-471]05-0,7]181- OH* (89);
- - 20:1 (0,5), 180 -
20H** (06 - 1,1)
Coco 44-51 |13-185| 75-11 1-3 5-82 | 10-26 B 80 (7.8 - 9,5);
10,0 (45 - 9,7)
Milho - - 7 3 43 39 - -
Algodao - 15 22 5 19 50 - -
Linhaga - 6 4 13-37 | 5-23 | 26-58 -
Oliva - 1,3 7-16 14-33 64 - 84 4-15 - -
Dénde _ 06-24 32-45 40-6,3 38-53 6-12 _ 8:0(2,7-43);
10:0 (3 -7)
Amendoim _ 05 6-114 3-6 423-61(13-335 _ 20:0 (1,5);
22:0 (3 - 35)
Colza - 15 1-47 10-35 13-38 | 95-22 1-10 22,1 (40 - 60)
Soja - - 23-11 24-6 235-31149-515| 2-105 -
Girassol - - 36-65 13-3 14-43 | 44-68 - -
Sebo - 3-6 25 - 37 14 -29 26-50 1-25 - -

*Acido Ricinoleico
** Acido Dihidroxiestearico

Fonte: Garcia (2006)

3.6. Composicao em Acidos Graxos de dleos e gorduras

Oleos e gorduras de origem animal, vegetal e/ou microbiana, sdo substancias
hidrofébicas, formadas predominantemente de produtos de condensacéo entre glicerol e acidos
graxos chamados triglicerideos (MORETTO e FETT, 1998).

Um aspecto particularmente importante dos triglicerideos refere-se a sua origem
renovavel uma vez que sdo provenientes de plantas oleaginosas, peixe, etc. Na molécula de
triglicerideo, a porcdo que corresponde a porcentagem de acidos graxos chega a 90% de seu
peso e a glicerina representa os 10% restantes. Os acidos graxos podem ser insaturados e
saturados. Possuem uma cadeia linear formada por &tomos de carbono ligadas diretamente entre

si, em um namero que varia de 6 a 22 atomos sendo particularmente importante os 4cidos graxos
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com 10 a 18 atomos que diferem um do outro pelo comprimento da cadeia do hidrocarboneto

e pelo nimero e posicao das duplas ligacdes. (RIBEIRO, 2010). As tabelas 6 e 7 apresentam 0s

acidos graxos saturados e insaturados, respectivamente, presentes em 06leos e gorduras.

Tabela 6-Acidos Graxos saturados presentes em 6leos e gorduras

REPRESENTACAO FORMULA NOME NOME TRIVIAL
SISTEMATICO

C4:.0 CHs-(CH2).-COOH Butandico Butirico
C6:0 CHs-(CH2)4-COCH Hexandico Caproico

C8:.0 CHs-(CH2)6-COOH Octandico Caprilico
C10:0 CHs-(CH2)s-COOH Decandico Céprico
C12:0 CHj3-(CH2)10-COOH Dodecanoico Laurico
C14:0 CHs-(CH2)1.COOH Tetradeconoico Miristico
C16:0 CH3-(CH3)12-COOH Hexadecandico Palmitico
C18:0 CHj3-(CH2)16-COOH Octadecandico Estearico
C20:0 CHj3-(CH2)1s-COOH Eicosanoico Araquidico
C22:0 CH3-(CH3)2-COOH Docosandico Behénico
C:24:0 CHs;-(CH,)2,-COOH Tetracosandico Lignocérico

Fonte: Ribeiro (2010)

Tabela 7-Acidos Graxos insaturados presentes nos 6leos e gorduras

REPRESENTACAO NOME SISTEMATICO NOME TRIVIAL
C 16:1(9) 9 - Hexadecandico |Palmitoléico
C 18:1(9) 9 - Octadecandico Oléico
C18:1(11) 11 - Octadecandico Vacénico
C 18:2(9,12) 9,12 - Octadecanoico Linoléico
C 18:3(9,12,15) 9,12,15 - Octadecandico Linolénico

C 20:4(5,8,11,14)

5,8,11,14 - Eicosatetraendico

Araquidonico

Fonte: Ribeiro (2010)

As ligacGes duplas dos &cidos insaturados estdo localizadas na cadeia de forma ndo conjugada

(sistema 1,4-diénico), frequentemente separada por grupos metilénicos (-CH2-). No entanto,

tanto as insaturacbes quanto o comprimento da cadeia carbbnica afetam diretamente a

viscosidade dos oOleos. A viscosidade dos 0leos, portanto, aumenta com o comprimento das

cadeias dos &cidos graxos dos triglicerideos e diminui quando aumenta a insaturacdo destes

(RIBEIRO, 2010).

3.7. Mateérias-primas para producéo de biodiesel
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A crescente preocupacdo em relacdo ao meio ambiente e a rapida diminuicdo das
reservas de combustiveis fésseis no mundo, além do aumento do prego do petréleo, levaram a
exploracdo de 6leos vegetais na produgdo de combustiveis alternativos. A tabela 8 apresenta

algumas fontes de matérias primas utilizadas na producéo de biodiesel

Tabela 8-ldentificagdo das matérias primas para producédo de biodiesel.

GRUPO ORIGENS OBTENGCAO

Matadouros, frigorificos,

Oleos e Gorduras animais Extracdo com agua e vapor

curtumes
Oleos e Gorduras veaetais Agricultoras temporérias e Extracdo mecanica, com solventes
g permanentes e extragdo mista

Oleos e residuais de

fritura Coccgdes comerciais e industriais | Acumulagéo e coletas

Fonte: Salvador (2009)

Diante de sua grande diversidade de oleaginosas, o Brasil tem um futuro promissor na
utilizacdo de 6leos vegetais uma vez que € um dos maiores produtores mundiais de soja e possuli
grandes perspectivas para a producdo de outras sementes. Entre as varias oleaginosas que se
tem conhecimento na literatura, as que apresentam um alto teor de 6leo na semente sdo
favoraveis a producdo de biodiesel. Dentre estas, pode-se destacar as sementes oleaginosas de
soja, amendoim, coco, girassol, milho, canola (colza), mamona e algoddo. (RIBEIRO, 2010).

A fig. 6 apresenta o percentual de 6leo de algumas oleaginosas.

Figura 6-Percentual de 6leo de algumas oleaginosas.
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Fonte: Vargas et al. (1998)
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3.8. Oleo de coco

Originario do Sudoeste asiatico, o coqueiro (Cocos Nucifera L.) foi introduzido no
Brasil em 1553, adaptando-se e distribuindo-se atualmente por longas areas da costa nordestina,
sendo abundante fonte de matéria-prima tanto para as agroinddstrias regionais quanto para o
consumo humano (FERREIRA, 1994; SOBRAL, 1976; ARAUJO, 2008).

De acordo com Mazzani (1963) “o contetdo de 6leo na polpa € superior a 60%, o0 que
equivale a uma producéo de 500 a 3000 Kg de 6leo/ha”. O endosperma do fruto do coqueiro é
a principal fonte mundial de &cido laurico, usado na industria de alimentos, cosméticos, sabdes
e na fabricacéo de alcool (BALACHNADRAN et al., 1985; ARAUJO, 2008).

Figura 7-Cocos Nucifera L.

P
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Fonte: Google Imagens

O 6leo de coco, obtido a partir da polpa do coco fresco maduro (Cocos nucifera L.) é
composto por &cidos graxos saturados (mais de 80%) e acidos graxos insaturados. Estdo
presentes na constituicdo do 6leo de coco os seguintes acidos graxos saturados: capraico,
caprilico, caprico, laurico, miristico, palmitico e estedrico e os insaturados sdo: oléico e
linoléico. O 6leo de coco é rico em &cido laurico, com concentracdo acima de 40%. As gorduras
lauricas, caso do 6leo de coco, so resistentes a oxida¢do ndo enzimatica e ao contrario de outros
Oleos e gorduras apresentam temperatura de fusdo baixa e bem definida (24,4 - 25,6 °C)
(GOMES, 2009). A tab.9 apresenta a composi¢do em acidos graxos obtidas por Costa Filho
(2008).
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Tabela 9-Percentuais de acidos graxos para o 6leo de coco residual.

ACIDO GRAXO  REPRESENTACAO  COMPOSICAO (%)

Acido caprilico (C8:0) 2,640
Acido caprico (C10:0) 3,740
Acido laurico (C12:0) 51,62
Acido miristico (C14:0) 22,40
Acido palmitico (C16:0) 10,04
Acido linoleico (C18:2) 0,510
Acido oléico cis (C18:1) 0,650
Acido oléico trans (C18:1) 5,500
Acido estearico (C18:0) 2,870

Fonte: Costa Filho (2008)

Com base na composicdo quimica, Costa Filho (2008) pode determinar que a massa
molar média desse 6leo € 217,60 g/mol. Atribui-se este valor de massa molar, ao elevado indice
de acidez que o 6leo de coco residual possui uma vez que € constituido majoritariamente por
acidos graxos livres e ndo por triglicerideos.

A fig. 8 corresponde ao cromatograma obtido por Costa Filho (2008) do 6leo de coco
residual com os picos mais representativos e 0s seus respectivos tempos de retencdo. De acordo
com os dados numéricos, neste grafico o pico mais intenso, cujo tempo de retencao é 21,32
minutos, refere-se ao acido laurico (&4cido dodecandico), presente em maior quantidade na
amostra de 6leo de coco residual analisada.

Figura 8-Cromatograma do 6leo de coco residual
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Fonte: Costa Filho (2008)
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3.9. Producéo de biodiesel por catélise enzimatica

A partir da década de 1990, surgiram 0s primeiros processos de catalise enzimatica para
sintese do biodiesel, como uma resposta aos aspectos de desvantagem da catalise alcalina
homogénea, processo mais utilizado na producéo industrial, principalmente pela perspectiva de
utilizacdo de materiais de partida com altos teores de agua e de &cidos graxos livres e 0 apelo

ambiental decorrente da utilizacdo de processos mais brandos. (RAMOS et al., 2016).

A sintese de biodiesel utilizando enzimas como catalisadores vem atraindo o interesse
de pesquisadores e produtores de biodiesel, por ser uma abordagem verde para a producédo de
um combustivel renovavel por meio de um catalisador biologico. A producéo de biodiesel por
esterificacdo direta de acidos graxos e alcoois (metanol ou etanol) catalisada pela lipase € uma
alternativa interessante para diminuir 0s custos operacionais associados ao processo
convencional (SCHUCHARDT et al., 1998; JUNIOR et al., 2003). A catélise enzimatica mostra
elevado grau de pureza dos produtos, maior flexibilidade na matéria-prima, menor geracao de
efluentes e exige condi¢cbes de reacdo brandas (REMONATTO, 2017). Entretanto, o custo de
producdo desse catalisador € significativamente maior do que um catalisador quimico

(FELIZARDO et al., 2006). A ath.10 mostra uma comparagdo entre a catalise quimica a catalise

enzimatica.
Tabela 10-Comparativo entre catalise quimica e catalise enzimatica
CARACTERISTICAS CATALISE CATALISE
ANALISADAS QUIMICA ENZIMATICA
Temperatura de reacéo (°C) 60 -70 30-40
Acidos graxos livres no dleo Produtos Esteres
nao refinado saponificados
Agua na matéria-prima Interferénciana  Interferéncia na reacdo
reacao
Rendimento em ésteres Alto Alto
alquilicos
Recuperacdo do glicerol Dificil Facil
Purificagdo de ésteres Lavagens Nenhuma
consecutivas
Reutilizacdo do catalisador Nenhuma (quando Facil (quando
catalise imobilizado)
homogénea)

Fonte: Costa Filho (2008)
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Dalla-Vecchia et al., (2004) elaborou uma tabela com vantagens e desvantagens entre

as duas formas de producao que podem ser verificadas na tab.11.

Tabela 11-Vantagens e desvantagens do processo quimico e enzimatico na produgdo de biodiesel.

PROCESSOS VANTAGENS DESVANTAGENS
Simplicidade Dificuldade de separacédo do catalizador
Alto rendimento Impossibilidade de reutilizacéo do catalisador
Quimico Curto tempo de reacéo Dificuldade de utilizacdo do etanol hidratado
Obtencéo de produtos com menor grau de
pureza

Facilidade de separacéo do
catalisador (suporte)
Obtenc&o de produtos com
maior grau de pureza
Possibilidade de utilizar
etanol hidratado na reacdo

Longo tempo de reacéo
Enziméatico Custo das enzimas

Baixo rendimento

Fonte: Dalla-Vecchia et al., (2004)

As lipases, classificadas como triacilglicerideo hidrolases (EC 3.1.1.3), catalisam
reacOes de sintese de ésteres em meios com baixo teor de umidade, como em solventes
organicos, por serem relativamente estaveis e ativas em meios nessas condicdes, caracteristicas
ndo comuns na maioria das outras classes de enzimas. A principal vantagem da sintese
enzimatica de biodiesel € que o material de partida ndo precisa ser livre de umidade ou de &cidos
graxos livres pois as lipases podem catalisar reacdes de esterificacdo e de transesterificacdo, em
presenca de agua, em um mesmo processo de sintese. Além disso, pelo fato da ndo ocorréncia
de reaces paralelas de saponificacdo, a purificacdo do biodiesel é facilitada e o glicerol gerado
como coproduto da reacdo de transesterificacdo pode ser recuperado com maior indice de
pureza. (CHRISTOPHER, 2014; RAMOS, 2016).

As enzimas demostram ser biocatalisadores promissores em muitas reagdes organicas.
Caracteristicas como elevada atividade, especificidade e seletividade, sdo vantajosas em sua
aplicabilidade, podendo catalisar sob condicdes mais brandas e ecologicamente mais
favoraveis. A enzima pode ser utilizada na sua forma soltvel ou imobilizada, no entanto, a
primeira é limitada em processos de larga escala, em razdo do seu alto custo e produgéo e da
estabilidade (SILVA, 2013).
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Enzimas soluveis podem inativar devido ao efeito do solvente ou em razdo dos choques
mecanicos (MENDES et al., 2013; SILVA, 2013). Portanto, estudos tém sido propostos para
estabilizar a atividade enzimética e aumentar sua estabilidade operacional (MENDES et al.,
2013; SILVA et al., 2013). E neste contexto que a técnica de imobilizacio de enzimas
apresenta-se como uma estratégia promissora, uma vez que possibilita o aprimoramento das
propriedades da enzima, tais como: a estabilidade operacional, seletividade,especificidade e a
reducdo da inibicdo pelo meio ou produto (MATEO et al., 2007; SILVA et al., 2013).

3.10. Lipases

Lipases sdo enzimas hidroliticas presentes em animais, plantas, fungos e bactérias. Em
seu ambiente natural, possuem a funcdo de catalisar a hidrdlise de triglicerideos aos acidos
graxos correspondentes e glicerol (HOSHINO et al., 1990). S&o catalisadores naturais que
aceleram a velocidade das reacdes, apresentando grande versatilidade na catalise de diversas
reacdes que ocorrem sob condicdes brandas, normalmente a temperatura ambiente e em pH
proximo da neutralidade. As velocidades de algumas reagdes podem alcancar valores 10%2 vezes
maiores do que as ndo catalisadas (VOET; VOET, 1995; SOUZA, 2013).

As enzimas obtidas a partir de microrganismos possuem maior estabilidade térmica
frente as extraidas de animais e vegetais, sendo também facilmente separadas por filtracdo ou
centrifugacdo, constituindo um dos grupos de enzimas de maior adesdo pela industria nos
ultimos anos. Os microrganismos mais utilizados para producédo de lipases sdo fungos dos
géneros Rhizopus, Aspergillus, Geotrichum e Mucor e leveduras do género Candida (HASAN
et al., 2006; ZENEVICZ, 2015).

Diante da significativa resisténcia que apresentam a elevadas concentracdes de AGL,
sdo aliadas na reducdo significativa do custo com matéria-prima a ser processada, uma vez que
possibilitam a utilizacdo de material graxo com baixo refino e, portanto, elevada acidez. S&o
inimeras as aplicagdes destas enzimas, incluindo refino ou reestruturagéo de 6leo e gorduras,
hidrolise de dleos, esterificacdo e incorporacdo de outros compostos em moléculas lipidicas
(KHAN & ALZOHAIRY, 2010).

Em relacdo aos catalisadores quimicos convencionais, as enzimas apresentam vantagens

que destacam a viabilidade de seu uso em aplica¢des industriais, uma dessas vantagens € a
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formacao de produtos considerados "verdes” devido a alta especificidade das enzimas, evitando
a formacdo de produtos indesejaveis e ambientalmente danosos. As condi¢bes brandas de
reacdo nas quais podem ser executados o0s processos enzimaticos, também favorecem sua
demanda industrial como catalisador (HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; SOUZA, 2013)

O uso de lipases proporciona a redugdo da unidade de processamento de biodiesel,
tornando o processo mais simples uma vez que minimiza a necessidade de etapas no tratamento
para a purificacdo de biodiesel e também para sub/coprodutos gerados, resultando em um
processo ambiental compativel (GOG et al., 2012). As lipases possuem grande capacidade
catalitica e a vantagem de sua utilizacdo frente a rota convencional é a possibilidade de uso de
matérias-primas oleosas com indice de acidez elevado (GULDHE et al., 2015). A seguir uma

descricédo das principais caracteristicas da lipase de Candida antarctica Novozym® 435.

= Novozym 435 (Candida antarctica): Produzida a partir da lipase de Candida
antarctica, imobilizada em resina acrilica macroporosa de troca ibnica, pela
Novozymes Brasil/Araucaria-PR. A enzima atua randomicamente nas 3 posicGes do
triacilglicerol. O produto é constituido por particulas de formato esferoidal, com
didmetro de particula entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de aproximadamente 430
kg/m3. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em temperaturas na faixa
de 40-70 °C (NOVOZYMES apud ZENEVICZ, 2015).

3.11. Imobilizag&o de enzimas

De acordo com Remonatto (2017):As enzimas podem ser empregadas de formas
distintas em variados processos, livres, ou seja, em sua forma soltvel, ou também em sua forma
imobilizada, aderida a diferentes matrizes. Para Soumanou (2013), a imobilizagcdo enzimética
consiste em anexar enzimas a materiais de suporte apropriados por incluséo, adsor¢do ou
ligagdo covalente. Em ambas as formas, os biocatalisadores apresentam muitas vantagens,
assim como muitas restricdes. Para a sua aplicacdo deve-se levar em conta a especificidade do
processo ao qual esta sendo destinada, o designer dos reatores, as caracteristicas das matérias-

primas e os produtos de interesse a serem formados.
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O processo de imobilizagéo visa estabilizar as lipases e reduzir seu custo por uso, a fim

de tornar os processos enzimaticos industrialmente viaveis. As lipases imobilizadas sdo

facilmente separadas do meio de reagdo através de processos fisicos, como filtragcdo, e podem,

portanto, ser reutilizadas. A imobilizacdo também facilita o desenvolvimento de processos

continuos, que geralmente sdo realizados em reatores simples de tanque agitado ou em reatores
de leito empacotado (SAUMANOU, 2013).

A tabela 12 apresenta as principais caracteristicas das enzimas na forma livre e imobilizada

Tabela 12-Caracteristicas da enzima livre e da enzima imobilizada.

CARACTERISTICAS

ENZIMA LIVRE

ENZIMA IMOBILIZADA

Dificuldade de recuperagéo e
Reutilizacdo

Facil separagdo substrato
/produto e capacidade de
reuso

Alto custo, baixa eficiéncia e
insolivel em meio ndo aquoso

Alta eficiéncia

Atividade instavel, influenciada
pela temperatura e pH

Atividade estavel em uma
ampla faixa de temperatura e
pH

Fonte: Silva (2013)

A imobilizacdo de enzimas é uma pratica extremamente vantajosa quanto se trata da

utilizacdo de enzimas livres em solucéo, entre as quais destacam-se

A utilizagéo de pequenos volumes de amostra;

Aumento do tempo de vida e da estabilidade da enzima em relacdo a

temperatura, aos solventes organicos e a varia¢ao de pH sem perda consideravel

da atividade catalitica;

Reutilizacdo;

Pequeno manuseio da amostra, evitando contaminagdes;

Facil separacdo da enzima dos produtos da reacdo (ZHANG et al., 1998;
GIRELLI et al., 2007; RIBEIRO, 2010).

A utilizacdo de enzimas imobilizadas possibilita o reuso desse biocatalisador sucessivas

vezes, reduzindo custos e ainda melhorando a qualidade do produto obtido.

3.12. Ultrassom
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O ultrassom é definido como um som de frequéncias acima do limiar para a audicdo
humana, tipicamente acima de 20 kHz. Sons desse tipo sdo gerados por transdutores
ultrassénicos que podem apresentar-se na forma de sonda ou placa. A submissao de um fluido
a este tipo de som resulta em um fendmeno denominado sonicagéo — definido como o uso de
energia acustica para produzir mudancas fisicas e/ou quimicas. Os transdutores amplificam a
vibracdo mecanica causando o fendbmeno da cavitacio (GOPINATH, 2006 apud
MERCANTILI, DAVIS, HIGSON, 2014. Os efeitos do ultrassom s&o a consequéncia do
fendmeno da cavitacdo que denomina a formacéo, crescimento e colapso de microbolhas
gasosas em fase liquida. (INCE, TEZCANLI, et al., 2001).

A origem da cavitacdo se deve ao fato que, durante a expansdo, 0s gases adsorvidos
no liquido ao redor da cavidade ou na interface, evaporam-se resultando na expansdo da
cavidade. Durante a etapa de compresséo, estes gases ou vapores nao retornam completamente
ao liquido, resultando num aumento efetivo da cavidade. Ciclos periddicos de compressdo e
expansdo causam aumento do tamanho da cavidade. A cavidade ao atingir um tamanho critico
implode-se, liberando grande quantidade de calor e pressdo num curto periodo de tempo e em
pontos localizados do liquido. (MARTINES, DAVOLOS & JAFELICCI, 2000)

Os efeitos do ultrassom sdo divididos em quimicos e mecanicos; as altas temperaturas
sdo responsaveis por efeitos quimicos como formacdo de radicais, enquanto que os gradientes
de cisalhamento fortes induzem efeitos mecanicos (KEE, GAUTHIER, 2007).

Figura 9-Crescimento de bolha e implosdo num liquido irradiado com ultrassom.
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Fonte: Martines (1999)

A frequéncia e a poténcia do campo ultrassénico influenciam no comportamento da

cavitacdo alterando a velocidade de interacdo entre as microbolhas do fluido submetido a
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sonicacao e consequentemente a eficiéncia das rea¢fes que porventura venham se utilizar dessa
tecnologia em sua metodologia de obtencdo.

Segundo Martines (1999), o ultrassom de alta poténcia (baixa frequéncia)
normalmente leva a um crescimento mais rapido das micro-bolhas que depois colapsam com
uma liberacdo local de altas temperaturas e pressdes - um fendmeno conhecido como cavitagédo
transitdria; enquanto o ultrassom de baixa poténcia (alta freqiiéncia) leva a ciclos de oscilacdo
das microbolhas, gerando assim micro-correntes no fluido (micro-fluxo) - isso é conhecido
como cavitacao estavel.

A tab. 13 apresenta algumas vantagens e desvantagens entre as tecnologias de
ultrassom mais utilizadas, sendo estas o banho ultrassénico (fig.10) e a ponteira ultrassénica
(fig.11).

Tabela 13-Vantagens e Desvantagens entre Banho ultrassénico e Ponteira ultrassonica

BANHO PONTEIRA
ULTRASSONICO ULTRASSONICA

A ponteira pode
suportar altas
intensidades de
ultrassom (10-1000
W/cm?);

Equipamento
ultrassdnico mais
amplamente
disponivel;

Boa distribuicéo de

energia através das A intensidade pode ser
VANTAGENS  paredes do vaso de controlada.

reacao;

N&o necessita de uma
adaptacdo especial Frequéncia fixa;
para reacao;

Dificuldade no
controle da
temperatura;

Pode ocorrer erosao,
conduzindo a
contaminag&o por
particulas metalicas;

DESVANTAGENS Frequéncia fixa; N&o permite scale-up.

A posicdo do vaso de
reacdo em banhos
afeta a intensidade de
sonicagé&o.

Permite fazer scale-up
facilmente.

Intensidade reduzida,
se comparado a
ponteira ultrassénica;
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Fonte: Lima (2010)

Figura 10-Banho ultrassdnico Figura 11-Ponteira ultrassdnica
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Fonte: Lima (2010) Fonte: Lima (2010)

3.13. Planejamento experimental

O planejamento experimental é uma técnica que atualmente vem sendo usada em

grande escala. Através dele, pesquisadores podem determinar as variaveis que exercem maior

influéncia no desempenho de um determinado processo, tendo como resultado:

Reducéo da variagdo do processo e melhor concordancia entre os valores nominais
obtidos e os valores pretendidos;

Reducéo de tempo do processo;

Reducéo de custo operacional;

Melhoria no rendimento do processo;

Algumas aplicacgdes tipicas do planejamento de experimentos sdo:

Avaliacdo e comparacdo de configuracdes basicas de projeto;

Avaliacdo de diferentes materiais;

Selecéo de parametros de projeto;

Determinacdo de parametros de projeto que melhorem o desempenho de produtos;
Obtencdo de produtos que sejam mais faceis de fabricar que sejam projetados,
desenvolvidos e produzidos em menos tempo, que tenham melhor desempenho e
confiabilidade que os produzidos pelos competidores.

Os trés principios basicos de um planejamento de experimentos sdo replicacao,

aleatoriedade e blocagem.
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= Repeticdo (réplicas): é o processo de repetir cada uma das combinagdes (linhas) da
matriz experimental sob as mesmas condic¢des de experimentacdo. Montgomery (1991)
enfatiza o fato que a utilizagdo de réplicas apresenta duas propriedades importantes:
permite obter uma estimativa do erro experimental. Essa estimativa do erro torna-se a
unidade basica de medicéo para se determinar se as diferencas observadas nos dados
sdo estatisticamente diferentes. Além dessa condicdo, sendo a média amostral utilizada
para estimar o efeito de um fator no experimento, a repeticdo permite a obtencéo de uma
estimativa mais precisa desde efeito, pois 0 desvio-padrdo amostral (S) deve ser

inversamente proporcional ao tamanho da amostra v/n ;

» Aleatorizacdo: é a suposicdo basica para a validacdo de métodos estatisticos em
Planejamento Experimental, pois a utilizacdo da distribui¢do Normal e suas “variagdes”
possuem o pressuposto no qual, as observacBes devem ser varidveis aleatdrias
independentes. A aleatorizacdo deve ser observada durante a alocacdo de material e
equipamento para 0s experimentos e, que a ordem pela qual os experimentos séo
ensaiados devem ser aleatoriamente definidas. Através da aleatorizacdo, pode se

minimizar os efeitos de fatores ndo-controlaveis;

= Blocagem: o planejamento utilizando blocos tem como objetivo eliminar o efeito de um
ou mais fatores no resultado do experimento. Com isso, realiza-se o experimento em
condicdes (blocos) mais homogéneas. Desta forma, tém-se um maior controle do
experimento (efeito dentro de cada bloco), assim como as informacdes, uma vez que se

evidencia o efeito dos blocos (efeito entre blocos).

Anteriormente, o processo de otimizacdo era realizado através de uma abordagem
classica, modificando uma variavel de cada vez enquanto se mantinha as demais constantes.
Essa metodologia dura longos periodos, requer grandes conjuntos de dados experimentais e nao
¢ a mais eficiente quando se pretende mostrar a interacdo entre as variaveis do processo
(CHOWDHURY et al., 2014). Em contrapartida, as metodologias estatisticas de planejamento
experimental permitem a interagdo das varidveis (fatores independentes) para obter a melhor

resposta (fator dependente) com um nimero reduzido de observa¢ées (MONTEIRO, 2019).

O Planejamento Composto Central (PCC) — do inglés, Central Composite Design

(CCD) destaca-se dentre as variedades de planejamentos experimentais estatisticos tradicionais.
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Ao fazer uso de um PCC, ¢ possivel utilizar a Metodologia de Superficie de Reposta (MSR),
que consiste em um conjunto de técnicas matematicas e estatisticas empregadas na modelagem
e analise de problemas onde a resposta de interesse sofre influéncia de diversas outras variaveis,
tendo como objetivo a otimizacdo dessa resposta, além de reduzir o nimero de experimentos

suficientes para fornecer resultados estatisticamente aceitaveis (GETACHEW; CHUN, 2016).

Figura 12-Fluxograma de aplicacdo do PCC

Definir o problema ¢ o objetivo Analisar de dados (superficie de resposta)

Identificar os fatores e seus respectivos niveis Determinar o ponto 0timo

Desenhar a matriz de experimentos Validar o ponto 6timo tedrico experimentalmente

Performar os experimentos Performar a analise estatistica (ANOVA)

Fonte: Monteiro (2019) (adaptado de Chowdhury et al., 2014).

4. MATERIAIS E METODOS

A seguir serdo apresentados os materiais e métodos utilizados no desenvolvimento das
etapas constituintes deste trabalho, bem como os procedimentos laboratoriais adotados durante
a fase experimental, englobando desde os testes preliminares até a estratégia adotada para a
otimizacdo do processo de obtencdo de biodiesel enzimético através de agitacdo mecanica e
posterior comparativo entre o desempenho desse sistema com o de banho de ultrassom.

4.1. 1% Etapa- Saponificagéo assistida em banho ultrassénico seguida de hidrolise acida

Para as reagOes de saponificagdo, utilizou-se oleo de coco residual, (M.M de 648 g/mol),
catalisador alcalino hidréxido de potassio, (KOH) e alcool etilico (95 %, Cequimica), sendo
estas executadas em banho ultrassonico (volume de 9,5 L, frequéncia ultrassonica de 37 kHz,
poténcia ultrassonica total de 300 W). Logo em seguida, para realizacdo da hidrolise acida,

utilizou-se os sais de acidos graxos (sabao), anteriormente produzidos, H2SO4 (acido sulfurico,
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Sigma ) e agua destilada, essas reacGes consistiram na 12 Etapa. Apos a conclusédo da 12 Etapa,
realizou-se a verificacdo do indice de acidez por meétodo titulométrico tradicional, utilizando
hidroxido de sddio NaOH de normalidade 0,1 N; &lcool etilico (1:1 viv, 95 % de pureza,
Cequimica) e indicador fenolftaleina 1%.

4.2. 2% Etapa - Esterificacdo enzimatica

Para as reacOes de esterificacdo enzimatica, utilizou-se catalisador enzimético Lipase de
Condida antarctica do tipo B (CAL- B) cedida gentilmente pela Novozymes (Madrid, Espanha)
com concentracdo da Enzima Novozym® 435 de 2, 6 e 10 % p/p em relacdo A.G.L, &lcool
etilico (Cequimica) com R.M de 1:1, 1:3, 1:5 (A.G/etanol) e AGL do éleo de coco residual. As
reacdes foram executadas em dois sistemas reacionais, sendo estes incubadoras com agitacao
mecanica (200 rpm; 650 W; 35, 40 e 55°C; 2, 6 e 8h) e banho ultrassénico (volume de 9,5 L,
frequéncia ultrassonica de 37 kHz, poténcia ultrassonica total de 300 W)

4.3.Comparativo do ponto étimo - incubadora x ultrassom?*?

Para a realizacdo do comparativo entre as conversdes dos dois sistemas reacionais
incubadora e ultrassom, utilizou-se catalizador enzimatico Lipase de Candida antarctica do
tipo B (CAL-B) com concentracdo da enzima Novozym® 435 de 6 % p/p em relacdo A.G.L,
A.G.L do 6leo de coco residual e alcool etilico (95 % de Pureza, Cequimica) com R.M de 1:4
(A.Gletanol).

1 As condiges experimentais (R.M (1:4), Temperatura 55°C, Concentracédo de [E] e Tempo de 6 horas) para o
comparativo do ponto 6timo foram estabelecidas por redes neurais no software Statistica® 10 Statsoft Inc.

2 Ambos os sistemas reacionais incubadora e banho ultrassénico foram parametrizados na temperatura de 55°C e
Tempo reacional de 6 e 8 h.
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Figura 13-Esquema do procedimento experimental da 12 Etapa - Saponificagdo assistida em banho ultrassoénico seguida de hidrélise acida

H:S04 Acido AGL apos secagem na chapa
Agua destilada Sulfiirico) diluido Acidos graxos (Camada aquecedora a 100°C e
(Agente hidrolisante) em dgua destilada sobrenadante) e Glicerol filtragem com Sal (Sulfato de

(Fase aquosa) Sodio Anidro)Na»S04

Saponificagdo assistida no Transferéncia dos ~ Adigéo de dgua destilada e A‘f"”’ graxes, _ ——
ultrassom sais de dcidos graxos acidulago do produto da (’?lzcerol e restos de S’ucessn'a.f lavagefas com
produzidos saponificaciio (HIDROLISE) ~ alcool e catalizador agua destilada ate Teor em AGL (m/m,%)
obtengio de ph 6 para as
aguas de lavagem

Fonte: Elaborado pelo autor
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5. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

5.1. 12 Etapa: Saponificagdo assistida em banho ultrassonico seguida de hidrolise acida

5.1.1. Descricao do aparato experimental
5.1.1.1.Configuracéo do Equipamento de Ultrassom

Utilizou-se para a realizacdo dos experimentos desta etapa um banho ultrassdnico
(Unique Inc., modelo USC 2800A, Brasil). O equipamento apresenta o volume de 9,5 L com
as seguintes dimensdes: 300 x 240 x 150 mm (comprimento x largura x altura). Dois
transdutores de disco foram colocados no fundo do reator. A frequéncia ultrassonica foi de 37
kHz e a poténcia ultrassonica total de 300 W. O equipamento ainda possui controle de

temperatura e tempo.

5.1.2. Producéo de acidos graxos assistida por ultrassom seguida de hidrélise acida

O procedimento experimental utilizado no processo de producdo de &cidos graxos,
partiu da adaptacdo feita por Lima (2010) do procedimento descrito por Mano et al. (1987)
ajustando-o para o uso de ultrassom, uma vez que este segue a rota convencional de obtencéo

de AGL. As reacdes de saponificacdo foram realizadas com 100 g de 6leo.

No procedimento adotado, adicionou-se a amostra de 6leo previamente aquecida (uma
vez que o 6leo de coco a temperatura ambiente tende a apresentar floculacéo e solidificacdo de
seu contetdo, sendo necessario o aquecimento para garantir sua homogeneiza¢do) uma solucéo
alcoolica (alcool etilico) de KOH (1:5; KOH:6leo; m/m e 2:1; alcool: 6leo; V/m) e agitou-se
manualmente a mistura antes de submeté-la ao banho ultrassénico, no intuito de garantir a
homogeneizacao da solucdo. A mesma foi transferida para um baldo de fundo redondo de 500
mL para entdo serem levados a sonicacao, que durou 60 min. O banho ultrassonico ja havia
sido previamente parametrizado com valores de temperatura e tempo de 60°C e 60 min,

respectivamente, para garantir o aquecimento da agua para receber a mistura reacional.

Apds o término da reacdo de saponificacdo, aguardou-se o conteldo se resfriar
naturalmente. Logo apds, os sais de acidos graxos produzidos foram transferidos para um
béquer de 1000 mL. Adicionou-se entdo 600 mL de agua (agente hidrolisante) misturando-a

com cuidado, para ndo formar espuma. Depois de dissolvido todo o sab&o, acrescentou-se uma
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solucéo de 20 mL H>SO4 em 66,67 mL de agua destilada, sucessivas vezes até a obtencéo de
pH abaixo de 4, para assim garantir a total libertacdo do acido organico do seu sal. A mistura
foi transferida para um funil de decantagdo e depois a camada aquosa (correspondente ao
glicerol, impurezas, resto de alcool e catalisador alcalino) foi separada da massa de acido
sobrenadante, que foi entdo lavada sucessivas vezes com agua a 80°C, aplicando agitacédo
moderada em movimentos circulares, ao conteudo do funil. As lavagens foram executadas até
a obtencdo de pH 6 para as aguas de lavagem. A massa de acido graxo obtida foi aquecida até
chegar aos 110°C para ser desumidificada, no entanto, os acidos graxos ainda apresentaram
leve turbidez, indicando a presenca de agua, mesmo apds o aquecimento. Aplicou-se ao produto
da hidrdlise com residuos de agua, sulfato de sodio anidro, uma vez que este forma com a dgua
um sal decahidratado (Na-SO410H.0) que apresentou-se em um carater gelatinoso no fundo
do béquer, facilitando a posterior filtragem que foi realizada para remocéao da agua retida no
sal. A equacdo geral da reacdo é mostrada na fig.14 (LIMA, 2010).

Figura 14-Hidrdlise acida de triglicerideos

H>OCR H,OH RgO'Na*'
Q H20 Q
HOCR' + 3 H»NO0y — THOH + R'CO™Nat
E:? " . " Q —
H,OCR CH,O0H R"CO ™ Na*
Triglicerideos Glicerol Sais de Acidos

carboxilicos

Fonte: Mercantili et al., (2013)
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5.2. 2%Etapa: Esterificacdo enzimatica

5.2.1. Descricao do aparato experimental
5.2.1.1. Configuragéo da incubadora shaker

O equipamento utilizado nos experimentos foi uma incubadora shaker, modelo N-715
com capacidade de 34 x 25ml — 34 x 50ml — 20 x 125ml — 20 x 250ml — 10 x 500ml — 6 x
1000ml — 4 x 2000ml, motor de inducdo trifasico (acionado por inversor de frequéncia),
dimensoes da plataforma (LxP) de 475 x 495mm, controle digital microprocessado em LCD
p/ timer, temperatura, velocidade, rampas aceleracdo e frenagem e programas (inversor de

frequéncia) e poténcia de 1300 W.

Apds a obtencdo dos AGL obtidos na 12 Etapa, realizou-se o planejamento experimental
no software Statistica® 10 Statsoft Inc com 27 ensaios, apresentando ponto central em
quadruplicata, onde foi avaliada a influéncia de quatro variaveis (Temperatura 25, 40 e 55°C;
Razao Molar (A.G/etanol) 1:1, 1:3, 1:5; Concentracdo da Enzima Novozym ® 435 2, 6 e 10 %
(p/p em relacdo aos substratos); Tempo 2, 6 e 8 h. As variaveis estudadas e o0s respectivos niveis
sdo apresentados na Tab. 14 e as 27 combinacGes reacionais estdo expostas na Tab. 15. Os
resultados foram analisados usando como ferramenta o software Statistica® 10 Statsoft Inc., e

através do grafico de Pareto, determinaram-se as variaveis significativas e ndo significativas.

Tabela 14-Variaveis e niveis estudados no planejamento experimental no software Statistica®

10 para producdo enzimatica de esteres em sistema livre de solvente organico sob sistema de agitacéo

mecanica.
VARIAVEL NOME NIVEL CODIFICADO
-1 0 1
X1 Temperatura (°C) 25 40 55
X2 Tempo reacional (hora) 2 6 8
X3 Raz&o molar (alcool/acido) 1:1 1:3 1:5
X4 Concentragéo [E] 2 6 10

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 15 - Planejamento experimental software Statistica® 10

ENSAIO X1 X2 X3 X4
1 25(-1)  2(-1)  1:1(-1) 2(-1)
2 25(-1)  2(-1)  1:1(-1)  10(1)
3 25(-1)  2(-1) 1:5(1) 2(-1)
4 25(-1)  2(-1) 1:5(1) 10(1)
5 55(1)  2(-1)  L:A(-1) 2(-1)
6
7
8

55(1)  2(-1)  1:A(-1) 10(1)
55(1)  2(-1) 1:5(1) 2(-1)
55(1)  2(-1) 1:5(1) 10(1)

9 25(-1)  8(1) 1:1(-1) 2(-1)
10 25(-1)  8(1) 1:1(-1) 10(1)
11 25(-1)  8(1) 1:5(1) 2(-1)
12 25(-1)  8(1) 1:5(1) 10(1)
13 55(1) 8(1) 1:1(-1) 2(-1)
14 55(1) 8(1) 1:1(-1) 10(1)
15 55(1) 8(1) 1:5(1) 2(-1)
16 55(1) 8(1) 1:5(1) 10(1)
17 4000)  2(-1) 1:3(0) 6(0)
18 40(0) 8(1) 1:3(0) 6(0)
19 25(-1)  5(0) 1:3(0) 6(0)
20 55(1) 5(0) 1:3(0) 6(0)
21 40(0) 5(0) 1:1(-1) 6(0)
22 40(0) 5(0) 1:5(1) 6(0)
23 40(0) 5(0) 1:3(0) 2(-1)
24 40(0) 5(0) 1:3(0) 10(1)
25(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0)
26(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0)
27(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0)
28(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0)

Fonte: Elaborado pelo autor

Os dados experimentais ajustados sdao mostrados pelo modelo proposto na Equacao 1

gue corresponde a equacao polinomial de segunda ordem para as variaveis.

Onde Y ¢ a variavel resposta, Po & a constante, Bi, Bii, ij SA0 0S coeficientes para 0s
efeitos linear, quadréatico e para interacdo, respectivamente, e Xie X sdo os niveis codificados
das variaveis X; e X;. A equacdo quadratica acima foi usada para plotar superficies para todas

as variaveis.
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A integracdo das 1% e 22 Etapas estabeleceu o processo de hidroesterificacdo que
consistiu na juncédo da saponificacdo assistida no ultrassom com utilizacdo de catalizador basico
(KOH) seguida de hidrolise &cida com a esterificagdo enzimatica dos acidos graxos produzidos,
conforme esquema apontado na Figura 15 Produziu-se o hidrolisado de AGL a partir do 6leo
de coco residual. Em seguida, o esterificou com alcool etilico utilizando como catalisador a
lipase B de Candida artarctica (CAL-B) na sua forma imobilizada através das condigdes
estabelecidas por planejamento experimental fatorial do tipo PCC. A seguir, esquema
simplificado do processo de hidroesterificacao.

Figura 15-Esquema simplificado do processo de hidroesterificagdo

12 Etapa:
Saponificagao em
banho ultrassdnico

seguida de Hidrélise
acida

22 Etapa :

Esterificagio dos
acidos graxos
livres produzidos
na 12 etapa

Fonte: Elaborado pelo autor

5.2.1.2.Quantificacao da Acidez

O indice de acidez corresponde a quantidade em miligramas de uma base (NaOH ou
KOH), necessarias para neutralizar acidez livre de um grama de amostra. As metodologias para
determinacdo do indice de acidez e a porcentagem de acidos graxos livres sdo sugeridas pela
American Oil Chemists Society (A.O.C.S.) métodos oficias Cd 3d-63. No presente trabalho, foi
utilizada a respectiva norma com modificacGes, descrita por Moreto e Fett (1998), que
correspondem as seguintes etapas:
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= [Inicialmente, neutralizou-se alcool etilico absoluto comercial (98%) titulando-o com
solucdo de NaOH (hidroxido de sddio) de normalidade conhecida (0,1 N), utilizando
um frasco erlenmeyer de 250 mL para executar o procedimento, onde o alcool é alocado
juntamente com 3 gotas do indicador fenolftaleina para indicagdo do ponto de viragem;

= Em frascos Erlenmeyer de 250 mL, pesou-se 2g da amostra (6leo de coco residual/
acidos graxos);

= Adicionou-se a amostra 25 mL do alcool etilico neutralizado e trés gotas de solugdo
indicadora de fenolftaleina 1%;

» Titulou-se a amostra com solucdo de NaOH 0,1N até o surgimento de uma coloragédo
levemente rosa, que persistiu por pelo menos 15 segundos.

O indice de acidez foi determinado de acordo com a equagéo 2.

KOH\ Vxfx5611xN .
> = ( Equacdo 2)

IA (m
g g

m
Em que:
= JAé o indice de acidez (mgKOH/q);

V € o volume gasto de solucdo de NaOH na titulagdo da amostra (mL),

f é o fator de correcdo da solucdo de NaOH,;

= N éanormalidade da solugdo de NaOH (mol/L);

m a massa da amostra (g).

O valor do fator de correcdo da solucdo de NaOH varia de acordo com a solugéo
utilizada. Para determinar o percentual de conversdo do acido graxo em ésteres foi necessario
determinar a acidez da solucdo alimentada no reator. Tendo posse dos valores de indice de
acidez inicial e final (ap6s a reacdo) é possivel determinar a conversdo de 4cidos graxos. A
conversdo foi calculada pelo acompanhamento da reducéo do indice de acidez de acordo com
a Equacdo 3. Este calculo foi possivel, pois a medida que os ésteres vdo sendo formados, a
quantidade de acidos graxos livres (AGL) diminui e, portanto, o indice de acidez decresce
(COSTA FILHO, 2008). Para o calculo da conversdo em ésteres utilizou-se o valor do indice
de acidez da amostra branco, que consiste em um ensaio sem a presenca do catalizador
enzimatico e o indice de acidez de um ensaio sob as mesmas condigfes da amostra branco, mas

com a presenca do catalizador enzimatico, possibilitando a verificagdo da influéncia do



50

Ellefson Emmanuel S. de Oliveira

catalizador nas conversdes. O calculo para a conversdo dos acidos graxos em esteres €

apresentado na Equacéo 3.

Conversdo % = %x 100% ( Equagio 3)

em que:
* |Ap=valor do indice de acidez do branco (mgKOH/g);

» |As= valor do indice de acidez final da reagdo (mgKOH/Qg).

Para a conversdo dos triglicerideos em AGL utilizou-se a equacéo 4.

Conversdo % = %x 100% ( Equagio 4)

em que:
= Conversdo % € a taxa de reducdo do indice de acidez na reacdo (%);
= Chao = valor do indice de acidez do meio reacional no tempo zero (mgKOH/g);

= Car=valor do indice de acidez do meio reacional em um tempo t da reacdo (mgKOH/qg).

5.3. Comparativo entre o ponto 6timo assistido por irradiacdo ultrassonica e agitacao

mecanica

Apos a obtencdo do ponto 6timo para as 27 reacfes delineadas no planejamento
experimental no software Statistica® 10 Statsoft Inc., determinou-se o ponto otimizado para a
execucdo da reacdo. Para a validacdo dessa nova configuracdo de parametros experimentais,
realizou-se esterificacGes assistidas sob agitacdo mecénica e em banho ultrassonico. Para
acompanhamento da conversdo em ésteres, fez-se verificagdo de indice de acidez de amostras
reacionais em intervalos de 2 em 2 horas em um periodo total de 8 horas, no intuito de averiguar

qual dos sistemas reacionais (incubadora ou ultrassom) apresentaria conversdes mais elevadas.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. 12 Etapa: Saponificacdo assistida em banho ultrassénico seguida de hidrolise acida

Para a verificacdo da conversdo do 6leo em &cidos graxos, realizou-se verificacdo do
indice de acidez. A determinacdo do indice de acidez foi realizada através de metodo
titulométrico, em que se neutralizou amostras de dleo de coco antes e apds serem submetidas a
hidrélise acida registrando os valores de NaOH 0,1 N gastos na execu¢do desta etapa do
procedimento, para em seguida aplica-los na (equacdo 2), para entdo se obter os valores de I.A
do 6leo de coco residual e dos AGL produzidos. De posse desses dados, pode-se verificar a
conversdo dos triglicerideos em &cidos graxos livres, utilizando a (equacéo 4). Os valores gastos
nas titulacGes da matéria-prima inicial e dos acidos graxos produzidos estéo contidos na tabela

abaixo.

Os valores para IA encontrados para Oleo residual e AGL foram, 1,83 e 172,34,
respectivamente, sendo este Gltimo, aproximadamente 95 vezes maior que 0 primeiro
demostrando uma grande conversdo dos TRG (Triglicerideos) em A.G.L. diante da notdria
mudanca de pH do contetdo. Isto pode ser matematicamente determinada através da equacao

2 que determina o valor da conversédo em porcentagem.

Lima (2010) realizou planejamento experimental para a etapa de saponificacdo
assistida em banho ultrassénico obtendo como melhores conversées 94,3% quando utilizou 0,3
KOH/6leo, 2,4 EtOH/6leo a 18 W/L e 92,3% quando utilizou-se 0,3 KOH/6leo, 2,4 EtOH/6leo
a 9 W/L. No presente trabalho, ndo se realizou a verificagdo da conversdo em sais de acidos
graxos no decorrer da saponificacdo em banho ultrassénico, porém apds a reacdo de hidrolise,
obteve-se uma conversdo de 98, 93% em acidos graxos (1:5; KOH:6leo; m/m e 2:1; alcool:
6leo; V/m). Diante dos dados de Lima e da conversdo verificada neste trabalho pdde-se afirmar
que o banho ultrassénico é bastante eficiente na execucdo de reacBes de saponificacdo quando
comparado com a metodologia convencional de saponificagcdo em condensador sob refluxo,

uma vez que esta ocorre durante um maior tempo reacional.
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6.2. 22 Etapa: Esterificagdo enzimética

A quantificacdo das conversdes dos AGL em ésteres na 2% Etapa do trabalho foi

realizada aplicando-se os valores do indice de acidez de cada ensaio e seu respectivo ensaio

branco na equacéo 3. Os resultados obtidos estdo expostos na tabela 16.

Tabela 16-Conversdo em ésteres paras as reacoes 1 a 27

Ensaio X1 X2 X3 X4 Converséo (%)
1 25(-1) 2(-1) 1:1(-1) 2(-1) 36,92
2 25(-1) 2(-1) 1:1(-1) 10(2) 44,61
3 25(-1) 2(-1) 1:5(1) 2(-1) 81,63
4 25(-1) 2(-1) 1:5(1) 10(2) 85,20
5 55(1) 2(-1) 1:1(-1) 2(-1) 41,93
6 55(1) 2(-1) 1:1(-1) 10(2) 35,48
7 55(1) 2(-1) 1:5(2) 2(-1) 66,00
8 55(1) 2(-1) 1:5(2) 10(2) 64,00
9 25(-1) 8(1) 1:1(-1) 2(-1) 37,98
10 25(-1) 8(1) 1:1(-1) 10(2) 39,53
11 25(-1) 8(1) 1:5(1) 2(-1) 84,90
12 25(-1) 8(1) 1:5(2) 10(1) 83,96
13 55(1) 8(1) 1:1(-1) 2(-1) 39,06
14 55(1) 8(1) 1:1(-1)  10(1) 40,62
15 55(1) 8(1) 1:5(1) 2(-1) 88,00
16 55(1) 8(1) 1:5(1) 10(1) 83,00
17 40(0) 2(-1) 1:3(0) 6(0) 84,54
18 40(0) 8(1) 1:3(0) 6(0) 84,21
19 25(-1) 5(0) 1:3(0) 6(0) 87,27
20 55(1) 5(0) 1:3(0) 6(0) 81,48
21 40(0) 5(0) 1:1(-1) 6(0) 35,48
22 40(0) 5(0) 1:5(1) 6(0) 80,85
23 40(0) 5(0) 1:3(0) 2(-1) 82,45
24 40(0) 5(0) 1:3(0) 10(1) 83,33
25(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0) 85,96
26(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0) 85,96
27(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0) 85,08
28(C) 40(0) 5(0) 1:3(0) 6(0) 84,21

Fonte: Autor

A partir da obtencdo da melhor conversdo em ésteres ap0s a execucgdo das 27 reacoes,

sendo essa de 88%, correspondente ao ensaio 15 (55°C; 8h; 1:5; 2%[E]), um modelo estatistico

pode ser construido, com o objetivo de representar os dados experimentais e verificar a
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influéncia de cada variavel no desempenho das reacGes, bem como avaliar possiveis interagcoes
entre elas. Carneiro et al., (2014) obteve 81,86 % para Novozym® 435 como sua melhor
conversdo, também verificou que a temperatura em que os biocatalisadores obtiveram maior
conversdo foram as maiores que 45°C. Araujo et al., (2009) obteve o melhor resultado para as
seguintes condicdes de seu planejamento experimental: razdo molar (1:6), temperatura de 60°C,
tempo de reacdo de 90 minutos, com uma conversédo de 85,29%.

Os efeitos mais significativos foram a razéo molar, tempo, seguida da interacdo tempo
X razdo molar e temperatura. Verificou-se que Araujo et al., (2009) obteve uma conversao
préxima a obtida neste trabalho em um menor periodo, no entanto, utilizando maior razdo molar
e maior temperatura, possibilitando a suposicdo de que se fossem aumentadas as R.M
(&cidos:alcool) maiores conversdes seriam obtidas. Outros resultados relevantes encontrados
por Araujo et al., (2009) conferem com os obtidos neste trabalho, como a verificacdo da R.M
como condicdo mais significativa estatisticamente nas conversdes e ao fato de sua melhor
conversdo ter sido obtida a uma temperatura de 60°C muito préxima a de 55°C utilizada neste
trabalho. O diagrama de Pareto (fig.17) comprova a significancia estatistica da RM nas
conversdes obtidas no presente trabalho. A verificacdo de Araujo em relacdo a maiores
conversdes em uma temperatura de 60°C também entram em concordancia com a concluséo de
Carneiro et al., (2014) em relacdo a maiores conversdes para temperaturas superiores a 45°C.
O modelo estatistico para o calculo do rendimento de esterificacdo de acidos graxos de 6leo de
coco residual pode ser representado pela equacao 5 que apresenta o modelo codificado gerado

pela analise de regressao.

Z=4,1696-0,0317 * X3+ 0,0790 * X3 - 0,4096 *Y + 0,0031 *Y?  (Equagdo 5)

Onde:
= Z éaconversdo em Esteres etilicos (%);
= XzéaR.M;

= Y corresponde a combinacdo entre os termos independestes que exerceram influéncia

significativamente estatistica na conversao.

O modelo codificado de 22 ordem representado pela Equacédo 5, validado pela andlise
de variancia, foi usado para gerar a superficies de resposta e curva de contorno para a producao

enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em fungdo da R.M, da temperatura, do
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conteudo de enzima e do tempo reacional, A fig 16 apresenta a superficie de resposta para a

producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em funcdo da R.M e da

Temperatura.

Figura 16-Superficie de resposta para a producdo
enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente
em func¢do da R.M e da Temperatura (RM de 1:4, 6%
de conteido de biocatalisador (p/p), temperatura de
55°C e tempo de 8h).

I >80
Bl <50
[ <60
B <40
<20

Fonte: Autor

Analisando a superficie de resposta, é possivel verificar o aumento da conversdo a
medida que se incrementa a R.M, visto a crescente elevacdo da superficie. Para um nivel de
significancia de 5%, os resultados obtidos indicam que a R.M é o parametro que mais influencia
no desempenho das reacdes. Concentracdo de enzima, temperatura e tempo reacional nao
tiveram grande significancia. Esses valores significativos (p < 0,05) podem ser melhor

visualizados no diagrama de Pareto na fig. 17.

Figura 17-Grafico de Pareto gerado da interacdo entre as
variaveis independentes (temperatura, tempo reacional, razdo
molar e conteldo de biocatalisador) e a variavel dependente

(converséo).
(3)Razéo Molar (dcido:alcool)L) -16.BE-DE-=
Razo Molar (acdo:alcool)(Q) |—B,Gﬂ1 53
(2)Temperatura (*C )L} ‘-1 95474
(1)Tempo Reacional (h (L) ‘ BB5584

Conteddo de Biocatalisador (%)(Q) - 2420837

Tempo Reacional (h})(Q) 2231106
Temperatura (°C }(Q) 2223282

(4)Conteldo de Biocatalisador (%)L} 0395489

p=,05
Fonte: Elaborado pelo autor
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Os valores expostos ao lado de cada coluna no grafico de Pareto, correspondem a
influéncia que cada variavel estudada exerce, isoladamente, sobre a resposta do sistema,
portanto, ao rendimento do sistema. A interpretacédo para os parametros em seus efeitos lineares,
mostra que influéncia da R.M foi de 16,85, enquanto a influéncia da temperatura foi de
aproximadamente -1,9547, ja a do tempo reacional foi de aproximadamente 1,88 e do conteido
de biocatalisador foi de aproximadamente 0,04. Diante da analise dos dados, € irrefutavel a
verificagdo de que a R.M exerceu maior significAncia estatistica na conversdo, seguida da
temperatura, enquanto que o tempo reacional e concentracdo de biocatalisador apresentaram
baixas contribuicdes. Além disso, R.M foi a Unica variavel linear que mostrou um valor positivo
no gréafico de Pareto, demonstrando que a alteracdo do nivel da varidvel de -1 para 1 (ou de 1:1

para 1:5) aumenta significativamente a resposta (conversao).

Ribeiro (2010) obteve as seguintes conclusfes acerca das variaveis ndo significativas
em seu trabalho: concentracdo de enzima e tipo do alcool, concentracdo de enzima e razdo
molar e concentracdo de enzima e temperatura nao tiveram efeitos significativos, ja que estes
parametros ndo cruzaram a linha limite de significancia p > 0,05 estabelecida. Esse resultado
mesmo n&o sendo significativo forneceu a Ribeiro uma informagéo bastante interessante e
atrativa de que também podemos compartilhar. Um dos problemas na utilizacdo de catalise
enzimatica sdo os custos das enzimas utilizadas no processo, onde para tornar esse meio viavel,

uma menor quantidade de enzima utilizada tornaria o processo mais atrativo.

O resultado encontrado por Ribeiro em seu trabalho, mostra que o rendimento ndo sofre
muita influéncia quando é utilizado 7% ou 3% de enzima, ou seja, o biodiesel de 6leo de coco
pode ser produzindo utilizando concentracdes de enzima abaixo de 7% fornecendo bons
rendimentos. Para este trabalho também se verificou que o contelido de biocatalizador nao
influenciou significativamente quando variado em 2, 6 e 10 %, e através dos graficos de
superficie de resposta (fig. 16) verificou-se que as interagdes entre conteido de enzima x tempo
reacional, conteido de enzima x temperatura e temperatura x tempo, ndo tiveram significancia

estatistica na conversdo dos ésteres.

A fig. 18 apresenta os valores observados experimentalmente e os valores previstos pelo
modelo matematico descrito pela Equacdo 5 das convers@es para a sintese de ésteres lauricos
de A.G.L do 6leo de coco residual. Observa-se pouca dispersdo dos pontos que estdo proximos
a reta representativa o que assegura a adequacao do modelo matematico diante da proximidade

dos pontos experimentais a reta de regressdo linear, que apresenta um coeficiente de
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determinacdo (R?) relativamente alto (0,89). Este valor indica que 89% da variacdo do
rendimento pode ser atribuida as variaveis independentes e apenas 11% da variagdo total nao
podem ser explicados pelo modelo, o que sugere que houve um bom ajuste do modelo aos dados
experimentais, mas que ainda pode ser aprimorado. Dessa forma pode-se concluir que o modelo
matematico proposto é capaz de explicar os dados coletados com relativa qualidade, no entanto,
deve-se ressaltar que aprimoramentos ainda podem ser realizados para garantir disperses

minimas e, portanto, uma maior adequacdo do modelo aos resultados experimentais.

Figura 18-Valores observados experimentalmente versus valores previstos
pelo modelo matematico para a sintese ésteres

Valores previstos

20

30 40 50 a0 70 20 90 100

Falores observeados
Fonte: Elaborado pelo autor

A seguir, nas fig. 19 a 23, sdo apresentados os demais graficos de superficies de resposta

para as variaveis significativas e ndo significativas que compuseram os parametros reacionais.

As figuras 22 e 23, Contetdo de [E] x R.M e R.M x Tempo reacional, demonstram a
influéncia da RM nas conversGes em ésteres. Ja nas figuras 19, 20 e 21, que levam em
consideracdo outros fatores independentes excetuando a RM, é possivel a verificacdo a
superficie plana, nos graficos de superficie de resposta, demonstrando que os fatores
combinados, Contetdo de [E] x Temperatura; Temperatura x Tempo reacional e Contetdo [E]

X Tempo reacional ndo tiveram significancia estatistica nas conversdes .



Figura 19-Contetdo de [E] x Temperatura
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6.3. Comparativo entre o ponto 6timo assistido por irradiacdo ultrassénica e agitacao

mecanica3

Durante a execugdo do experimento nos dois sistemas reacionais foram analisadas
amostras de 2 em 2 horas em um periodo total de 8 horas para verificacdo da conversdao em
ésteres no decorrer do tempo, no entanto, a partir de 2 horas decorridas verificou-se que o indice
de acidez das amostras ndo apresentou grandes variac@es, indicando que a conversdao maxima
ja é obtida 2 a 4 horas de reagdo, essa divergéncia entre o ponto otimizado estabelecido por
redes neurais no software Statistica e o ponto 6timo verificado na pratica, bem como, a menor
conversao obtida para o ponto otimizado nos dois sistemas reacionais descritos quando
comparada a conversdo obtida para o ponto 6timo das 27 reacdes iniciais, estabelecidas por
planejamento experimental fatorial do tipo PCC, deveu-se ao fato dos resultados obtidos para
as 27 reagOes ndo obedecerem a distribuicdo normal o que contribuiu negativamente na
obtencdo do ponto otimizado exato via redes neurais, visto que foram necessarias a realizacdo
de adequacdes do modelo utilizado (Linear quadratico e especificacdes) para que os resultados

pudessem ser representados estatisticamente, como ja foi mencionado.

Para esta etapa comparativa, conclui-se que observacoes feitas em intervalos de tempo
menores em um tempo total de 2 a 4 horas , seriam mais eficientes para uma melhor verificacao
da influéncia do tempo no decorrer das reacdes, visto que a conversdo maxima é obtida nas
primeiras horas de reacdo e depois se estabiliza, como pode ser visto no grafico 1, permitindo-
se supor uma certa afinidade da enzima lipase B de Candida antarctica imobilizada em relagéo
aos acidos graxos lauricos, provenientes no 6leo de coco, diante da producgéo de ésteres em um

curto periodo.

No estudo realizado por Sun et al (2009), a ndo linearidade da especificidade em relacdo
ao tamanho da cadeia carbdnica foi demonstrada em resultados obtidos utilizando apenas acidos
graxos saturados. Nesse estudo, a lipase utilizada foi produzida por Rhizopus chinensis em
fermentagédo em estado sélido e o sistema reacional consistiu na utilizacao de n-heptano, acidos
e alcoois em concentracdes de 0,6 mol/L. Utilizou-se os &cidos graxos de C4:0 a C16:0 e os
alcoois primarios do metanol ao 1-octanol, obtendo indicativos, para os ésteres etilicos

formados, de maior afinidade da enzima pelos acidos graxos na seguinte ordem, considerando-

3 Os resultados obtidos para esta etapa encontram-se na fig.24.
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se as conversdes no tempo final de reacdo: Caprilato (C8:0) > Laurato (C12:0) > Miristato
(C14:0)> Palmitato (C16:0) > Caprato (C10:0) > Caproato (C6:0). Verificou-se que nesse
estudo, o acido laurico foi o que apresentou a segunda maior atividade, utilizando como aceptor
de elétrons do mesmo alcool deste trabalho (etanol) (REINEHR, 2014). Vaidya et al, também
fez observagdes semelhantes as de Sun et al. em relagdo a especificidade pelos acidos graxos,
o0s quais relataram estudo de especificidade utilizando enzimas comerciais imobilizadas. A
enzima de Candida antarctica imobilizada em resina de acrilato, apresentou melhores
resultados de atividade especifica quando o acido graxo utilizado foi o acido laurico, o que de
acordo com Reinehr (2014) foi explicado pela resisténcia da difusdo de substratos de cadeia

longa na estrutura mais rigida das enzimas imobilizadas.

Lipases diferentes apresentam caracteristicas distintas entre se. A especificidade
enzimatica esta relacionada com o carater eletrofilico do carbono na molécula doadora de acila,
da acidez, do efeito estérico, da propor¢cdo dos substratos e da hidrofobicidade do grupo
carboxilico. Assim, a fonte de lipases, 0 método de imobilizacdo, a natureza do solvente e as
propriedades dos substratos podem explicar, segundo os autores, as tendéncias conflitantes
encontradas na literatura para os estudos de especificidade (ZAIDI et al.,2002; NAIK et al.
2010; PLEISS et al. 1998; REINEHR et al. 2014).

Batistella (2011), afirma em seu trabalho que na transesterificacdo de Gleo de soja
utilizando solvente organico (n-hexano) por meio de sistema ultrassénico, houve uma tendéncia
ascendente para os catalisadores (enzimas Lipozyme RM IM e Novozym® 435), evidenciando
um aumento no rendimento nas primeiras 4 horas de reacdo, utilizando a enzima Lipozyme RM
IM, o rendimento foi de aproximadamente 55% e para a Novozym® 435 o rendimento foi de
aproximadamente 37%. As condi¢bes dos experimentos foram: razdo molar (1:3) (6leo/etanol)
, temperatura de 65°C (T), concentracdo da enzima de 5% (p/p) [E], sem adicdo de 4gua e 100%

de poténcia de ultrassom (frequéncia de 37 kHz e poténcia de 132 W).

Batistella (2011) também obteve em seu trabalho um rendimento de 57% em ésteres
etilicos utilizando a enzima Novozym® 435 em sistema com solvente organico (n-hexano),
utilizando ultrassom, nas seguintes condigdes: 27,1% (p/p) de enzima e temperatura de 63°C,
como também fez a verificacdo de que o uso de iso-octano conduziu a um aumento gradual na
atividade da lipase em relacdo ao tempo de contato, atingindo um valor maximo de atividade
relativa de 126%. Os solventes que apresentaram aumento na atividade da lipase foram terc-
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butanol (log P = 0,8) e n-hexano (log P = 3,50), demonstrando serem mais eficazes uma vez
gue mantiveram a atividade das enzimas durante o tratamento com ultrassom (REINEHR,
2014).

Com base nos resultados apresentados por Batistella (2011), pode-se dizer que o
solvente exerce influéncia direta sobre a atividade, estabilidade e especificidade da enzima (DE
PAULA et al., 2005). Permitindo-se supor que o motivo pelo qual as reacOes realizadas sob
agitacdo mecanica (incubadoras) neste trabalho, obtiveram conversdes um pouco mais elevadas
quando comparadas as conversdes obtidas em sistema de banho ultrassénico, atribuiu-se ao
comportamento do solvente (etanol) nestes dois meios reacionais distintos, bem como a propria
escolha do solvente. Isso poderia ser de fato verificado se um novo planejamento experimental,
incluindo tipos de alcool como variaveis independentes, fosse executado, no intuito de avaliar
quais proporcionariam as melhores conversdes quando submetidos aos sistemas reacionais

incubadora e banho ultrassonico.

Santos (2009), observou que para a reagcdo com auxilio de ultrassom houve uma
conversao 8,28% superior ao processo convencional (sem ultrassom), confirmando-se o efeito
positivo do uso do ultrassom para a reacdo de esterificacdo. Verificou também que nos dez
primeiros minutos reacionais, nao é visivel diferenca na conversao entre as reacdes assistidas
ou ndo por ultrassom, isto atribuiu-se ao fato de que no inicio, as conversdes sdo altas para

ambos 0S processos.

No presente trabalho, as conversdes entre incubadora e banho ultrassdnico também
foram muito proximas, porém essa similaridade perdurou até o fim das 8 horas de ocorréncia
da reacdo. Além disso, a incubadora demonstrou ser mais eficiente, uma vez que apresentou
conversdes um pouco maiores em relacdo ao ultrassom, 83,39% e 80,86 % respectivamente,
embora tenham sido condicionadas pelo mesmo planejamento experimental. Ognjanovic et al.
(2009) observaram durante seus estudos de conversdo em biodiesel com a lipase Novozym®
435, que a concentragdo de agua apresentou efeitos negativos na conversdao. Os melhores
rendimentos (95% metil ésteres) foram obtidos nas menores concentracfes de agua, ou seja,
sem adi¢do de agua na reacdo. Os resultados deste comparativo podem ser visualizados na
fig.24. No presente trabalho, ndo foi adicionado agua no decorrer da reacdo, no entanto, pode-
se supor que a propria dgua formada como subproduto estaria interferindo no rendimento da

reacdo desempenhada em banho ultrassdnico, ou mesmo nos dois sistemas reacionais. Baixa
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atividade de agua (baixo teor de &gua livre) em reagdes afeta positivamente a sintese de ésteres
de &cidos graxos, mas o efeito deste parametro sobre a produtividade de transesterificacdo nao
é tdo inequivoco (Antczak et al., 2009;. Bajaj et al., 2010).

A conversdo alcancada nao foi suficiente para a caracterizacdo do produto final como
biodiesel , uma vez que néo foi realizada a caracterizagéo do produto final da esterificacao, para
averiguar se 0 mesmo encontrava-se dentro dos padrées da ANP ( Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas natural e Biocombustiveis), além disso os valores maximos de conversao nao
ultrapassaram 90%. Contudo, propde-se a utilizacdo de metodologias adicionais para esta rota,
no intuito de aprimorar as conversdes, que embora tenham sido satisfatorios, ndo permitiram a
obtencdo de biocombustivel, uma sugestéo seria a utilizacdo da peneira molecular, pois sendo
a reacdo de esterificacdo termodinamicamente estavel e diante dos resultados estaveis de indice
de acidez averiguadas de 2 em 2 horas, p6de-se concluir que mesmo com excesso de alcool, a
reacdo apresentou-se equilibrada e, portando, a &gua gerada como subproduto estaria reagindo
com o éster e produzindo novamente acidos graxos, reagdo inversa de hidrdlise. A peneira seria
eficiente em remover dgua para garantir a extracdo do maximo potencial reacional de conversado
em ésteres. A fig. 24 mostra a comparativo entre as conversdes obtidas nos sistemas reacionais
incubadora e banho ultrassénico.

Figura 24 — Comparativo entre as conversdes — INCUBADORA / ULTRASSOM*
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Fonte: Autor

4 A R.M (1:4) utilizada nesta etapa comparativa foi obtiva através do software Statistica, bem como temperatura
55°C, Tempo de 6 e 8h e 6% de contetido de biocatalisador esses parametros correspondem ao ponto otimizado
para execucdo dos ensaios.
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7. CONCLUSAO

Para a 12 Etapa deste trabalho, o banho ultrassdnico demonstrou ser uma metodologia
extremamente eficiente uma vez que em apenas 60 min e a uma temperatura de 60°C, pode-se
obter os sais de acidos graxos. Isso foi verificado quantitativamente através de verificacdo do
indice de acidez que saltou de 1,83 para 172, 34 apds a hidrélise. O menor tempo reacional,
bem como a utilizagdo de uma temperatura mais baixa, representam, consequentemente,
menores gastos energéticos e reducdo de custos de producdo, demonstrando perspectivas de

aprimoramento desta metodologia para aplicacdo em escala industrial.

A obtencdo do produto da saponificacdo em 60 min e em condi¢des mais brandas
atribui-se ao fendmeno da cavitacdo, que ocorre no fluido submetido a ondas ultrassénicas
possibilitando maior miscibilidade e contato entre as interfaces de misturas reacionais que por
sua vez estejam imersas nessas condi¢bes. O indice de acidez ap6s a hidrdlise foi
aproximadamente 95 vezes maior que o do Oleo antes de ser submetido ao processo,
demostrando que os sabdes obtidos na saponificacdo em banho ultrassdnico viabilizaram a

producdo de AGL aptos a esterificacao.

Para a 22 Etapa, que consistiu na esterificacdo enzimética dos AGL produzidos na 12
Etapa, verificou-se através da analise do grafico de Pareto que os efeitos da temperatura,
concentracdo de enzima e tempo ndo foram significativamente estatisticos quanto a R.M. O
modelo encontrado necessitou de adequacdes para que se pudesse utilizar a analise estatistica.
A melhor combinagéo para as 27 reagdes apresentou um rendimento de 88% em conversao de
AGL em ésteres tendo como condicdes reacionais, temperatura de 55°C, tempo reacional de 8
h, 1:5 (&cidos:alcool) e 2 % de contelido de biocatalisador (p/p). Ja para 0 comparativo do ponto
otimizado entre agitacdo mecanica e banho ultrassénico, a primeira apresentou como melhor
conversao 83, 39 % em um tempo reacional de 4 h e o segundo, 80, 86% em um tempo reacional
de 2 h, ambos utilizando R.M de 1:4, 6% de contetdo de biocatalisador (p/p) e temperatura
de55°C.

A cerca das conversdes, concluiu-se que as mesmas ndo foram suficientes para
considerar o produto final como biodiesel, visto que os valores maximos de conversdo ndo
ultrapassaram 90%, além de ndo terem sido realizadas as analises correspondentes a

caracterizagdo do produto obtido para verificacdo de sua composi¢do, bem como se a amostra
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encontrava-se dentro dos padrfes de qualidades propostos pela ANP (Agéncia Nacional do
Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis) para que entdo pudesse ser avaliada como

biocombustivel.

Para a etapa comparativa entre as converses nos sistemas reacionais, incubadora e
banho ultrassénico, verificou-se que apds 2 horas decorridas o indice de acidez das amostras
ndo apresentou grandes variac@es, indicando que a conversao maxima ja € obtida na primeiras
horas de reacdo, aproximadamente entre 2 e 4 horas. Concluiu-se, portanto que a verificacdo
do 1A em intervalos de tempo menores em um tempo total de 2 h, seria mais eficiente para uma
melhor verificagdo da influéncia do tempo no decorrer das reagdes, visto que a conversdo

méaxima € obtida nas primeiras horas de reacao.

Os resultados comprovam a viabilidade da catalise enziméatica para producdo de
biodiesel a partir de substratos de elevada acidez livre, no entanto aprimoramentos devem ser
complementados a esta rota alternativa, no intuito de potencializar as conversdes para que estas
sejam superiores a 90%. A viabilidade da utilizacdo do 6leo de coco residual utilizado neste
trabalho, bem como de outras fontes de matéria prima nao refinadas ou de elevada acidez,
garantem um carater sustentavel a essa rota alternativa, diante da possibilidade de utilizacdo de
matérias-primas ndo nobres, bem como a perspectiva de aprimoramento desta metodologia
para utilizacdo em escala industrial, além do fato de que se pode obter boas conversdes com
concentracOes ndo tdo elevadas de enzima (abaixo de 5%), 0 que é vantajoso do ponto de vista
econdmico, ja que o alto custo da enzima é um fator que restringe a producao industrial de

ésteres por catalise enzimatica.
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