oy

e

8

UNIVERSIDADE DA INTEGRACAO INTERNACIONAL DA LUSOFONIA AFRO-
BRASILEIRA
INSTITUTO DE ENGENHARIAS E DESENVOLVIMENTO SUSTENTAVEL
CURSO DE ENGENHARIAS DE ENERGIAS

ITALO RAFAEL DE AGUIAR FALCAO

Hidroesterificacdo enzimatica do 6leo de babacu (Orbignya sp.), aplicacdo do conceito de
combi-lipases para producédo de ésteres etilicos (biodiesel): Uma abordagem via método

Taguchi

ACARAPE

2021



Hidroesterificagdo enzimética do dleo de babagu (Orbignya sp.), aplicacao do conceito de
combi-lipases para producéo de ésteres etilicos (biodiesel): Uma abordagem via método

Taguchi

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao curso de
Engenharia de Energias da Universidade da Integracdo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Engenheiro de Energias.
Orientador: Prof. Dr. José Cleiton Sousa dos Santos.

ACARAPE

2021



Universidade da Integracao Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira
Sistema de Bibliotecas da UNILAB
Catalogacao de Publicacdo na Fonte.

Fal cao, Italo Rafael de Aguiar.
f178h

Hi droesterificacdo enzimiti ca do 6l eo de babacu O bi gnya sp.,
apl i cacdo do conceito de conbi-Ilipases para producdo de ésteres
etilicos biodiesel: Uma abordagem via método Taguchi / Ital o Rafael
de Agui ar Fal cdo. - Redencdo, 2021.

56f: il.

Monografia - Curso de Engenharia de Energias, Instituto de
Engenhari as e Desenvol vi nento Sustentavel, Universidade da
I ntegracdo | nternaci onal da Lusofonia Afro-Brasileira, Redencdo,
2021.

Oientador: Prof. Dr. José Ceiton Sousa dos Santos.

1. Biodiesel. 2. Conbi-lipases. 3. (eo de Babacu. 4.
Irradiacdo Utrassbénica. |. Titulo

CE/ UF/ BSCA CDD 662. 88




Hidroesterificagdo enzimética do dleo de babacu (Orbignya sp.), aplicacao do conceito de
combi-lipases para producéo de ésteres etilicos (biodiesel): Uma abordagem via método

Taguchi

Trabalho de conclusdo de curso apresentado ao curso de
Engenharia de Energias da Universidade da Integracdo
Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Engenheiro de Energias.
Orientador: Prof. Dr. José Cleiton Sousa dos Santos.

Defesa em:08 de abril de 2021

o1 L8 S oA Janid

Prof. Dr. José Cleiton Sousa dos Santos
(Orientador — UNILAB)

Ma, Ana Katia de Sousa Braz
(Examinadora Interna — IEDS-UNILAB)

Wotrda @urions Lodu geus Valerio~

Ma. Roberta Bussons Rodrigues Valério
(Examinadora Externa — UFC)



A Deus.
Ao0s meus queridos pais, Maria Irani e
Alzimar Falcéo.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, em primeiro lugar, pelo dom da vida, pela satde e por ter me guiado
por esta trilha.

A minha mae, Maria Irani de Aguiar pelo amor, incentivo incondicionais. Aos meus
familiares e amigos, pelo suporte durante a minha jornada académica, em especial a minha tia
Maria Ivanilda.

A Universidade da Integragdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira (UNILAB), e
todos que a compdem, pela oportunidade, confianca e acolhimento. Aos meus orientadores,
professor José Cleiton Sousa dos Santos e professora Maria Cristiane Martins de Souza, pelo
apoio, paciéncia, confianca e atencdo dedicados a minha formacao académica.

A todos os membros do grupo GENEZ — Grupo de Engenharia Enzimatica, pelo
companheirismo e experiencias compartilnadas. Em especial ao Rodolpho Monteiro pela
paciéncia e empenho em ajudar.

Aos colegas de curso de Engenharia de Energias, em especial ao meu amigo Alexandre
Peixoto, pelo exemplo de humildade e determinacdo e meu amigo Carlos Manuel pelo suporte
e companhia nos estudos ao longo da graduacao. Agradeco também a minha namorada Kassia
Garrido pelos conselhos, paciéncia e carinho.

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) e
Programa de Iniciacdo Cientifica (PIBIC), pelo financiamento dessa pesquisa.

A todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formacéo pessoal e

profissional.



RESUMO

O biodiesel € um combustivel limpo, renovavel e de queima limpa, sendo uma alternativa
promissora para 0s combustiveis fosseis. Atualmente, biodiesel é produzido principalmente
pela reacdo de transesterificacdo via catalise quimica, entretanto os catalisadores quimicos
demandam muita energia, produzem subprodutos indesejaveis que podem ser ofensivos ao
meio ambiente. Nesse contexto, a catdlise enzimatica surge como alternativa, pois demanda
menos energia, devido as condi¢des de operacdo amenas e é altamente seletiva e especifica,
evitando a producéo de subprodutos indesejaveis. Neste trabalho a esterificacdo enzimatica dos
acidos graxos livres (AGL) de 06leo de babacu foi avaliada usando trés biocatalisadores (lipase
B de Candida antarctica (CALB), lipase Thermomyces lanuginosus (TLL) e Rhizomucor
miehei (RML)). Um planejamento de mistura de 3 fatores foi realizado para determinar a
melhor combinacdo de lipases, de acordo com a analise estatistica, 0 melhor biocatalisador para
0 substrato estudado € composto por 67,5% de CALB, 25% de TLL e 7,5% de RML. A
combinacéo obtida foi utilizado em um planejamento Taguchi (matriz ortogonal L9), de modo
a determinar as condi¢des Otimas para a reacdo (biocatalisador, razdo molar, temperatura e
tempo reacional). Sob condicdes otimizadas (10%, 1:7 (AGLs/alcool), 60 °C e 4,5 horas), a
conversdo experimental foi 93,58 + 0,21%, dentre os parametros analisados a razdo molar foi
o0 de maior influéncia na producéo, enquanto a temperatura foi o parametro de menor influéncia.
Sob irradiacdo ultrassonica, foi obtido uma conversdo de 97,53 + 0,8%, sendo que para as
mesmas condicdes foi observada uma converséo de 87,05 £ 0,68% para a agitacdo mecanica,

demonstrando a eficiéncia da tecnologia de ultrassom na sintese de biodiesel.

Palavras-chave: Biodiesel. Combi-lipases. Oleo de Babagu. Irradiacio Ultrassonica.



ABSTRACT

Biodiesel is a clean, renewable and clean-burning fuel and is a promising alternative to fossil
fuels. Currently, biodiesel is produced mainly by the transesterification reaction via chemical
catalysis, however chemical catalysts require a lot of energy, produce undesirable by-products
that can be offensive to the environment. In this context, enzymatic catalysis appears as an
alternative, as it demands less energy, due to the mild operating conditions and is highly
selective and specific, avoiding the production of undesirable by-products. In this work the
enzymatic esterification of free fatty acids (FFA) from babassu oil was evaluated using three
biocatalysts (Candida antarctica lipase B (CALB), Thermomyces lanuginosus lipase (TLL) and
Rhizomucor miehei (RML)). It was performed in a mixture design of 3 factors was carried out
to analyze the best combination of lipases according to the composition of fatty acids present
in babassu oil, according to the statistical analysis, the best biocatalyst for the studied substrate
is composed of 67,5% CALB, 25% TLL and 7,5% of RML. This result was used in a Taguchi
design (orthogonal matrix L9), in order to determine the optimal conditions for the reaction
(biocatalyst, molar ratio, temperature and reaction time). Under optimized conditions (10%, 1:
7 (AGLs / alcohol), 60 C and 4,5 hours), the experimental conversion was 93,58 + 0,21%,
among the analyzed parameters the molar ratio was the most influence on production, while
temperature was the least influential parameter. Under ultrasonic irradiation, a conversion of
97,53 £ 0,8% was possible, and for the same conditions a conversion of 87,05 + 0,68% was
observed for mechanical agitation, demonstrating the efficiency of ultrasound technology for

biodiesel production.

key-words: Biodiesel. Combi-lipases. Babassu oil. Ultrasonic irradiation.
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1 INTRODUCAO

O constante aumento da demanda de combustiveis fdésseis para transporte e
industria provoca o esgotamento de combustiveis de origem fossil (petroleo e gas natural, por
exemplo) (NORJANNAH et al.,, 2016). Além disso, a queima desses combustiveis esta
associada as emissdes de didxido de carbono e gas metano o que em alta concentracdo pode
ocasionar poluicdo do ar e, portanto, gerar mudancas climéaticas (POURHOSEINI et al., 2020).
Esses problemas tornam necessario a busca por fontes alternativas de energia que sejam
sustentaveis e que cause menos impactos negativos ao meio ambiente.

Nesse cenério, o biodiesel € um candidato para substituir os combustiveis de origem
foéssil, por ser uma fonte renovavel, limpa, biodegradavel, ndo téxico e baixo poluente
(CAVALCANTE et al., 2020); além disso, o biodiesel € compativel com o diesel (podendo
substitui-lo total ou parcialmente) (NISAR et al., 2017). O biodiesel pode ser produzido a partir
de Oleos vegetais, gordura animal, 6leos usados em frituras e Oleos de microalgas
(NORJANNAH et al., 2016). Atualmente o 6leo de soja € responsavel por mais de 70% do
biodiesel produzido no Brasil (VIDAL, 2019); contudo, a soja é um produto estratégico para o
pais, sendo a principal commodity de exportacao.

Portanto, faz-se necessario diversificar as matérias-primas utilizadas para a
producdo de biodiesel; o 6leo de babagu surge como um candidato promissor (MOREIRA et
al., 2020). Essa oleaginosa pode ser empregada em diversas aplica¢des (farmacéuticos, limpeza,
o6leos lauricos e na producdo de azeite) (CONAB, 2018); entretanto, atualmente babacu € pouco
utilizado, pois todos esses ramos industriais ja possuem produtos consolidados, mais baratos e
mais populares (CONAB, 2018). Isso faz encarece o preco dos produtos produzidos por babacgu
(CONAB, 2018). Nesse sentido, a implementacao do 6éleo de babacu para producéo de biodiesel
é facilitada, por ser um produto que ndo compete com outro mercado (CAVALCANTE et al.,
2020).

Os catalisadores basicos homogéneos, sdao 0os mais utilizados na producdo de
biodiesel, porém, eles possuem diversas desvantagens, como alta demanda de energia e
formacdo de sub produtos indesejaveis que podem gerar residuos ao meio ambiente
(MONTEIRO et al., 2021). As enzimas surgem como alternativa, por serem menos nocivas ao
meio ambiente; elas sdo altamente ativas em condic¢des brandas de pH, temperatura e pressao,
gerando uma economia de energia e minimizando a degradacéo térmica do produto, ademais
sdo altamente seletivas, o0 que evita a produgdo de subprodutos indesejaveis (CAVALCANTI
etal., 2018).
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Dentre as enzimas, as lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo as mais
empregadas em biocatalise, esses biocatalisadores tém como funcéo bioldgica catalisar a
hidrolise de 6leos e gorduras (DE OLIVEIRA et al., 2018), além da hidrdlise, as lipases sdo
capazes de mediar uma vasta gama de reacdes (aciddlise, aminolise, esterificacdo,
transesterificacdo e interesterificacdo, por exemplo) (RODRIGUES; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010b); sdo amplamente utilizadas pela industria devido a alta atividade, alta
especificidade e estabilidade em diversas condicdes reacionais (RIOS et al., 2018).

A reacdo mais empregada pela industria na producdo de biodiesel é a
transesterificacdo, entretanto ela possui algumas desvantagens, a citar, producéo de glicerol,
etapas de lavagem e purificacdo, inibicdo da enzima imobilizada (devido acumulo de glicerol
na matriz de imobilizacdo) (MONTEIRO et al., 2021). Nesse sentido, a hidroesterificacdo surge
como uma alternativa, uma vez que essa reacdo nao produz subprodutos, dispensa etapas de
filtragem e lavagem, e torna possivel o emprego de dleos de alta acidez na producéo de biodiesel
(como 6leos de 6leo de cozinha usado, 6leo de algas, gordura animal) (POURZOLFAGHAR et
al., 2016).

Os oOleos empregados na producdo de biodiesel sdo compostos por varios
triglicerideos, diglicerideos, monoglicerideos e &cidos graxos livres (ISSARIYAKUL; DALALI,
2014). Logo, a especificidade e seletividade das enzimas, que séo fundamentais para evitar a
formagéo de subprodutos, podem fazer com que a lipase ndo reaja com o substrato desejado ou
até mesmo seja inibida por outros componentes do 6leo, resultando em baixas taxas de
conversdo (MONTEIRO et al., 2021). Portanto, uma mistura de lipases com diferentes
especificidades, denominada de combi-lipase, pode ser empregada para maximizar a reagdo
(POPPE et al., 2018b).

A fim de otimizar os parametros de processos na producdo de biodiesel, faz se
necessario usar a quantidade correta de reagentes e catalisadores sob condi¢cdes Otimas
reacionais (temperatura e tempo reacional, por exemplo). Para tanto, Design de Experimentos
(DoE) podem ser realizados (ARAKI et al., 2018). Dentre os DOEs, o método de matriz
ortogonal Taguchi destaca-se por considerar varios parametros ao mesmo tempo e ter os efeitos
importantes facilmente identificados, diminuindo o tempo e 0s custos do processo
(CHOWDHURY et al., 2014).

A imobilizacdo enzimética produz um catalisador heterogéneo, embora a
imobilizacdo agregue diversas caracteristicas desejaveis para a enzima (maior estabilidade e
facil reuso, por exemplo)(DOS SANTOS et al., 2015), a enzima imobilizada requer mais

energia para transferéncia de massa e obtencdo de maiores conversdes (BANSODE; RATHOD,
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2017). Uma alternativa para essa problematica é a técnica do ultrassom, que é uma tecnologia
com alta eficiéncia e pouco exigéncia de equipamentos (LERIN et al., 2014). O ultrassom é
caracterizado por um fendmeno denominado cavitacdo, formacéo, expansao e colapso de bolhas
gue aumentam as taxas de reacdo em virtude das condigdes supercriticas de temperatura e
pressdo geradas (WANG et al., 2018b). Com isso, ocorre um aumento na transferéncia de
massa, sendo possivel obter altas conversdes em menos tempo de reag&o.

Nesse contexto, o objetivo principal desta comunicacéo é sintetizar ésteres etilicos
(biodiesel) utilizando a melhor combinacdo de biocatalisador para o substrato heterogéneo
obtido através de hidrdlise enziméatica do dleo de babacu. Analisando a influéncia da
temperatura, tempo de reacdo, quantidade de biocatalisador e razdo molar para determinar a
condicdo Gtima para a producdo dos ésteres etilicos, sendo o ponto 6timo tedrico validado
experimentalmente; ademais, a condi¢do 6tima de temperatura, biocatalisador e razdo molar foi

utilizada para determinar o curso da reacdo sob agitacdo mecénica e tecnologia de ultrassom.



14

2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho é otimizar a producéo de ésteres etilicos (biodiesel)

a partir dos acidos graxos obtidos por hidrélise enzimatica do 6leo de babacu via combi-lipase

com o auxilio do planejamento experimental Taguchi.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de babacu e dos ésteres etilicos
(biodiesel);

Obter &cidos graxos livres a partir da matéria-prima estudada, via hidrélise enzimatica;
Determinar o perfil de &cidos graxos presentes no éleo de babacu;

Determinar a melhor combinacao de lipases (entre CALB, TLL e RML) para a sintese
de ésteres etilicos (biodiesel);

Determinar e validar experimentalmente o ponto étimo teérico (temperatura, razéo
molar, biocatalisador e tempo reacional) para a producao de ésteres etilicos (biodiesel)
catalisado pela melhor combinacdo de lipase através do planejamento experimental
Taguchi;

Determinar a influéncia dos parametros reacionais (temperatura, razdo molar,
temperatura e tempo reacional); e,

Comparar o curso da reacao sob agitacdo mecanica e irradiacdo ultrassonica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 BIODIESEL

A humanidade tem buscado alternativas para os combustiveis de origem fossil,
como o diesel, uma vez que a sua queima esta associada ao aumento da emissao de CO2, o que
em alta concentracdo pode ocasionar poluicdo do ar e, portanto, gerar mudancgas climaticas
(LAO et al., 2020; POURHOSEINI et al., 2020); além disso, nas ultimas décadas, tem sido
registrado um declinio nas reservas de petroleo e alta vulnerabilidade do seu precgo
(ARANSIOLA et al., 2014; BINHAYEEDING et al., 2020; EDERINGTON et al., 2019;
YANG et al., 2019). Nesse cenério, o0 uso de biocombustiveis (nomeadamente, o biodiesel) é a
principal opgéo para contornar essas questdes (CAVALCANTE et al., 2020; MONTEIRO et
al., 2021; REZANIA et al., 2019).

Biodiesel é composto de ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos, geralmente
derivados de 6leos vegetais ou gorduras animais (CHING-VELASQUEZ et al., 2020; MA,;
HANNA, 1999; YAHYAEE; GHOBADIAN; NAJAFI, 2013). Além de ser produzido através
de recursos renovaveis que possui queima limpa, reduzindo a emisséo de gases de efeito estufa;
0 biodiesel é compativel com o diesel (podendo substitui-lo total ou parcialmente) por possuir
propriedades semelhantes e eventualmente até superiores (KAUR; ALI, 2011; KILLOL et al.,
2019; NISAR et al., 2017). O biodiesel é biodegradavel, menos tdxico, possui pontos de fulgor
mais elevados, teor de enxofre insignificante e emite menos poluentes do que o diesel
(ACHARYA et al., 2019; CHING-VELASQUEZ et al., 2020; MOREIRA et al., 2020).

De acordo com os padr@es internacionais, o biodiesel deve atender os seguintes
critérios: viscosidade cinematica a 40 ° C entre 3,0 e 6,0 mm?/s, teor minimo de éster de 96,5%
em peso, indice de acidez méaximo de 0,50 mgKOH/g, méximo teor de glicerol livre de 0,02%
em peso, valor maximo de glicerol total de 0,50% em peso, entre outros parametros
(MONTEIRO et al., 2021). Um dos principais fatores que influenciam nas propriedades do
biodiesel é a matéria prima empregada na sua producado, por exemplo, biodiesel produzido a
partir do 6leo de mamona apresenta 6timos valores de viscosidade cinematica (ANDRADE;
ERRICO; CHRISTENSEN, 2017; KUMAR et al., 2020).

O biodiesel é classificado em trés geracOes, a depender da origem da matéria-prima
utilizada: 12 geragdo € derivada de 0leos vegetais comestiveis (BARREIROS et al., 2020;
NOGUEIRA et al., 2020); 22 geracdo de 0Oleos vegetais ndo comestiveis e 0leos usados de
cozinha (AGHEL et al., 2019; CHUNG et al., 2019; GAUR et al., 2020) e 3? geracéo de algas
e outros microrganismos (CHAMKALANI et al., 2020; YEW et al., 2019). Nos ultimos anos

registra-se um aumento no interesse em produzir biodiesel de 22 geracdo, impulsionado
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principalmente pelo objetivo de evitar uma disputa com o ramo alimenticio (MURILLO et al.,
2019; NORJANNAH et al., 2016). Ademais, a producdo de biodiesel através de 6leos vegetais
ndo comestiveis gera empregos em areas rurais (ATABANI et al., 2013).

A proxima secdo contém uma breve apresentacdo de dados do cenario nacional de
biodiesel, politicas de incentivos governamentais e as principais matérias primas utilizadas no
Brasil para a producéo de biodiesel.

3.2 BIODIESEL NO CENARIO NACIONAL

O biodiesel foi introduzido na matriz energética brasileira no ano de 2005, através
da Lei 11.097/05 de 13 de janeiro de 2005, ela estabeleceu para todo o territorio nacional a
obrigatoriedade da adi¢do de 2% de biodiesel (B2) no 6leo diesel (VIDAL, 2019). Em 2015, o
Conselho nacional de Politica Energética (CNPE), autorizou o uso e a comercializacdo
voluntaria de misturas com biodiesel, como uma quantidade superior ao percentual de sua
adicdo obrigatdria ao 6leo diesel (ANP, 2018). Com o aumento da demanda e desenvolvimento
de novas tecnologias o percentual de mistura aumentou dos 2% iniciais para 12% atualmente
(ESTRADAO, 2020), a perspectiva é manter um aumento gradual e alcancar a marca de 20%
(AZEVEDO; LIMA, 2016).

Por possuir uma cadeia produtiva ja consolidada a soja foi a oleaginosa selecionada
para os primeiros anos de producédo de biodiesel no Brasil (VIDAL, 2019). Atualmente o 6leo
de soja ainda representa cerca de 70% da matéria-prima empregada na producdo de biodiesel
no Brasil (VIDAL, 2019). A soja possui um baixo teor de 6leo (18 — 20%) quando comparada
com outras oleaginosas (mamona, dendé, girassol, pinhdo manso, macauba, canola, linhaca,
gergelim (30 — 50 %)) (BONATO et al., 2000). A grande vantagem da soja é que ndo se produz
soja para obter o 6leo, 0 dleo de soja é consequéncia da demanda de farelo proteico, a matéria-
prima da racdo animal que alimenta o frango, o porco e o bovino confinado, produtores de
carne, de ovos e de leite, cuja demanda aumenta constantemente, devido ao crescimento da
economia e da renda per capta, principalmente dos paises emergentes (DALL’AGNOL, 2007).

A producdo de soja é concentrada nas regides do Centro-Oeste e Sudeste

(GAMEIRO et al., 2009). Entretanto, o Brasil possui um vasto territdrio, com terra, clima
e muitos recursos hidricos para gerar varias espécies de vegetais que podem ser utilizadas na

producio de biodiesel e outros biocombustiveis (a citar, bioquerosene) (DA ROS et al., 2014;
RANUCCI et al., 2018; SAIFUDDIN et al., 2016; SUSANTO; EFENDI, 2020). Nesse cenario,

0 coco de babacu é uma 6tima opc¢éo para a producdo de biodiesel na regido nordeste.
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3.3 OLEO DE BABACU

O coco de babagu é um fruto da familia das palmeiras da espécie Attalea speciosa,
sendo nomeado cientificamente como Orbignya oleifera (PORRO, 2019). Trata-se de uma
espeécie de fruto presente na regido conhecida como Mata dos Cocais (juncéo de trés biomas:
Cerrado, Caatinga e Amazoénia), sendo encontrado em onze estados do pais (CONAB, 2018).
Contudo, as améndoas de babacu sdo majoritariamente produzidas no Maranhdo, estado
responsavel por mais de 90% da producao brasileira (MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI,
2006).

A composicéo fisica do fruto é composta por epicarpo (13%), mesocarpo (20%),
endocarpo (60%) e améndoas (7%) (PONTE, 2017). Mais de 60% das améndoas sdo
constituidas por 6leo bruto que pode ser utilizado nos ramos farmacéuticos, limpeza, 6leos
lauricos e na producao de azeite (CARRAZZA; AVILA; SILVA, 2012). Todavia, independente
do produto final, 0 mercado onde esse produto sera inserido ja é dominado por outros mais
produtivos, de menor custo e mais conhecidos (CONAB, 2018). Essa néo inser¢do no mercado
leva o preco do 6leo de babacu ser baixo em relagéo aos custos para produzi-lo (CONAB, 2018).
Neste contexto, cresce o interesse em empregar o 6leo de babacu na producdo de
biocombustiveis, a citar, biodiesel (DA ROS et al., 2014; MOREIRA et al., 2020; PAIVA et
al., 2013) e bioquerosene (LLAMAS et al., 2012; RANUCCI et al., 2018).

Além das questdes econbmicas, 0 babagu mostra-se como uma excelente matéria-
prima para a producao de biodiesel, por ser composto majoritariamente por AGLs saturados
(Tabela 2), uma vez que um Gleo rico em AGLSs saturados pode resultar em um biodiesel de alta
densidade, reduzindo propriedades como viscosidade e ponto de inflamacdo (CAVALCANTE
etal., 2020; MORAES et al., 2020) e por possuir propriedades fisico-quimicas similares ao 6leo
de soja — que atualmente € a principal matéria-prima na producdo de biodiesel no Brasil —
(MOREIRA et al., 2020; PAULA et al., 2019). Tendo a sua implementacao em escala industrial
facilitada, por ser um produto que ndo compete com o mercado alimenticio (CAVALCANTE
et al., 2020; PAIVA et al., 2013).

Quando comparado com a mamona, outra oleaginosa com potencial uso para
producdo de biodiesel na regido nordeste (VIDAL, 2019), o babacu possui algumas vantagens,
ndo e toxico, a casca do coco pode ser utilizada na producdo de carvao e artesanato, e a torta
obtida apds a extracdo do Gleo pode ser utilizada como ragdo animal ou adubo orgénico
(GIRASSOL, 2010).
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3.4 HIDROESTERIFICAC}AO ENZIMATICA NA PRODUC}AO DE BIODIESEL

Entre os diversos modos de producdo de biodiesel, o mais comum é a
transesterificacdo utilizando catalisadores basicos homogéneos (ABUKHADRA et al., 2020;
ABUKHADRA,; SAYED, 2018; NAVAS et al., 2018). Embora seja muito rapido e eficiente
(BASUMATARY et al., 2021; SOARES DIAS et al., 2020), esse processo apresenta alguns
problemas; requer altas temperaturas, o 6leo utilizado na reagéo deve conter baixa quantidade
de &gua e ser livre de AGLs para evitar a inativacdo dos catalisadores e a formacéo de sabdes,
0 que reduz o rendimento de éster e dificulta a separacédo do glicerol (A. MUNOZ et al., 2012;
MONTEIRO et al., 2021).

Uma alternativa com menos requisitos quanto a pureza do 6leo é a catalise acida,
contudo, além de ser menos eficaz, demandar grande excesso de alcool e temperaturas mais
altas (> 100 ° C) o processo causa a corrosao do equipamento utilizado (JACOBSON et al.,
2008; MONTEIRO et al., 2021). Nesse cenario, uma alternativa seria a catalise enzimatica
(AGUIEIRAS; CAVALCANTI-OLIVEIRA; FREIRE, 2015; BAJAJ et al., 2010), uma vez que
as enzimas podem catalisar tanto transesterificacdo como esterificacdo (HANSEN et al., 2020;
WANG et al., 2014).

Entretanto, a reacdo de transesterificacdo apresenta alguns problemas, como a
producdo de glicerol, o que além de causar danos ao meio ambiente, resulta em um
encarecimento do processo, uma vez que requer etapas adicionais (lavagem e purificacdo)
(BAJAJ et al., 2010; LIMA et al., 2015); ademais quando catalisada por enzimas o glicerol
causa efeitos negativos na estabilidade e atividade da lipase (XU et al., 2011).

A literatura aponta duas justificativas para esse fenémeno observado nas lipases na
presenca de glicerol, o primeiro afirma que o subproduto é adsorvido no suporte da lipase
imobilizada, o que reduz a difusdo do substrato hidrofébico no sitio ativo da lipase (DOSSAT;
COMBES; MARTY, 1999; GOFFERJE et al., 2014; SHIMADA et al., 2002), enquanto a
segunda aponta uma competicao entre o glicerol e substrato do alcool para ser ligado ao sitio
ativo da lipase, tornando necessario o uso de excesso de alcool (BELAFI-BAKO et al., 2002;
XU et al., 2011). Esses problemas podem ser resolvidos com o emprego da hidroesterificagcdo
enzimatica na sintese do biodiesel, uma vez que apenas agua é gerada como sub produto no
processo (POURZOLFAGHAR et al., 2016; WANCURA et al., 2019).

Nessa técnica, o 6leo (vegetal ou animal) é hidrolisado, os AGLs produzidos sao
purificados e na sequéncia esterificados, ambas reagdes sdo catalisadas por lipases. O sistema
é isento de glicerina (COPPINI et al., 2019) e a esterificacdo, permite a utilizacdo de 6leos com

altos valores de acidez, tornando possivel a producédo de biodiesel a partir de 6leos que nédo
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competem com a industria alimenticia, como 6leos de 6leo de cozinha usado e gordura animal
(HANSEN et al., 2020; HOSSEINI et al., 2019; VESCOVI et al., 2016).

A reacdo de esterificacdo entre um alcool e um &cido carboxilico é amplamente
empregada pela industria na producdo de lubrificantes, tintas, solventes, aromas, farmacos,
cosmeéticos e biocombustiveis (CHOWDHURY et al., 2014). A Figura 1 ilustra a reacdo de

esterificacdo, assim como sua reacao inversa, hidrolise.

Figura 1 - Reacdo reversivel (esterificacdo/hidrélise)

o) (o]
| | Esterificacdo | |
2 i —_— + H,O
C + R——OH _—— C -
T g Hidrolise 17 N\ gp?
Acido Carboxilico Alcool Ester Agua

Fonte: Autor.
3.5 ENZIMAS

As enzimas sdo biocatalisadores, biocompativeis, biodegradaveis e derivam de
recursos renovaveis (microrganismos, bactérias, fungos e leveduras), sendo responsaveis por
catalisar reacGes quimicas e bioquimicas (BOURLIEU et al., 2020; SHELDON; VAN PELT,
2013). Nos ultimos anos, vem crescendo o interesse pela catélise enzimatica, ja que as enzimas
sdo altamente ativas em condi¢des brandas de pH, temperatura e pressdo, gerando uma
economia de energia (LIU; DONG, 2020; RIOS et al., 2018; ZDARTA et al., 2017). Além
disso, possuem alta especificidade e seletividade, o que ocasiona reducdo nos processos de
purificacdo e evita a geracdo de subprodutos toxicos (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018;
KLEINAITE et al., 2014).

Com isso, a biocatalise enzimatica tem sido apontada como uma tecnologia viavel
e sustentavel e, gracas ao desenvolvimento de novas técnicas e tecnologias de engenharia
enzimatica, as enzimas tem sido utilizadas em processos industriais de diferentes areas:
alimenticia, médica, quimica, téxtil e de energia, por exemplo (BASSO; SERBAN, 2019;
CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018).

Entre as enzimas mais utilizadas estdo as lipases (triacilglicerol hidrolases, EC
3.1.1.3) (HIRATA et al., 2016), que tem como fung&o bioldgica catalisar a hidrolise de 6leos e
gorduras (ZECHNER et al., 2012). Entretanto, além da hidrdlise, as lipases catalisam reacoes
de aciddlise, amindlise, esterificagdo, transesterificacdo e interesterificagcdo, por exemplo
(ZHONG etal., 2020), o que proporciona a aplicacdo de lipases em varios processos industriais,
incluindo produtos farmacéuticos, agroquimicos, biolubrificantes, cosméticos, produgdo e

degradacdo de biopolimeros, tratamento de aguas residuais e sintese de biocombustiveis
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(MENDES; OLIVEIRA; DE CASTRO, 2012; SHARMA; SHARMA; SHUKLA, 2011; TAN
et al., 2010). A ampla gama de aplicacBes das lipases € gracas suas propriedades Unicas, por
exemplo, é dispensavel o uso de cofatores (BUSTO; GOTOR-FERNANDEZ; GOTOR, 2010),
alta atividade e estabilidade em diversas condices reacionais (aquoso, anidro, solvente
organico, solvente neotérico e em liquidos supercriticos), alta especificidade com vérios
substratos e sua enantiosseletividade (RIOS et al., 2018).

A lipase B de Candida antarctica (CALB) é produzida a partir da levedura
basidiomicetica Candida antarctica (AKANBI; BARROW, 2017; HZEGH et al., 1995). A
CALB possui 317 aminoacidos (33 kDa, ponto isoelétrico 6,0 e pH 6timo 7,0) (LIMA et al.,
2019); teve sua estrutura cristalina relatada pela primeira vez em 1994 (UPPENBERG et al.,
1994). O sitio ativo da CALB consiste dos residuos de aminoacidos Ser105, Asp187 e His224,
a triade catalitica tipica para hidrolases (LIMA et al., 2019); a estrutura tridimensional e o sitio
ativo da CALB sdo apresentados na Figura 2 (a). Essa lipase € comercializada na forma
imobilizada em uma resina acrilica macroporosa (Novozym® 435) (HOCK et al., 2018). A
CALB possui uma tampa pequena que, quando fechada ndo permite a passagem dos substratos
para o sitio ativo, tornando a lipase inativa (GANJALIKHANY et al., 2012). CALB é a enzima
mais utilizada em biocatalise, com aplicacBes em setores diversos da industria (cosméticos,
alimentos, bebidas, farmacos, e biocombustiveis) (DE MIRANDA; MIRANDA; DE SOUZA,
2015; GOTOR-FERNANDEZ; BUSTO; GOTOR, 2006; MOUAD et al., 2016).

A lipase Thermomyces lanuginosus (TLL) (anteriormente Humicola laguginosa)
possui 269 aminoacidos (31,7 kDa, ponto isoelétrico 4,4 e pH 6timo 9,0) (FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2010; RODRIGUES et al., 2009). Seu sitio ativo é formado pela triade catalitica
Ser146, His258 e Asp201 (DAS; KARMAKAR; BALASUBRAMANIAN, 2016; SKJOLD-
JORGENSEN et al., 2014); a estrutura tridimensional e o sitio ativo da TLL sdo apresentados
na Figura 2 (b). A TLL é comercializada na forma sollvel (Lipolase®) e na forma imobilizada
(Lipozyme TL IM®) (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010), esta lipase tem como caracteristica
alta estabilidade termica, sendo capaz de manter alta atividade sob 55-60°C (FERNANDES et
al., 2004). Possui aplicagdes em diversas areas industriais, desde a produgdo de biodiesel até
qguimica fina (DANTAS et al., 2019; WANCURA et al., 2018; ZHANG et al., 2015).

A lipase de Rhizomucor miehei (RML) (anteriormente Mucor miehei) sdo proteinas
extracelulares de origem fungica, composta por 269 aminoacidos (31,6 kDa, ponto isoelétrico
3,8 e pH 6timo 7,0) (DEREWENDA; DEREWENDA, 1991; MOHAMMADI et al., 2015;
OLIVEIRA, 2012), foi descrita pela primeira vez no ano de 1973 (RODRIGUES;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010b). RML é comercializada na forma soltvel (Palatase 2000
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L) e imobilizada (Lipozyme RM IM), possui atividade muito alta e boa estabilidade sob diversas
condicBes (solventes orgénicos anidros, fluidos supercriticos, etc) (RODRIGUES;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010b). A RML possui uma tampa que é composta por uma
hélice de 15 aminoacidos dos residuos 82 a 96, na qual os residuos 83-84 e 91-95 sdo
dobradigas, a abertura da tampa expde 0 bolso de encadernacdo, que tem o formato de uma
tigela rasa (PLEISS; FISCHER; SCHMID, 1998). Seu sitio ativo é formado pela triade
catalitica Serl144, His257 e Asp203 (BRZOZOWSKI et al., 1991; ZHANG et al., 2013). A
estrutura tridimensional e o sitio ativo da RML séo apresentados na Figura 2 (c). A RML foi
produzida para uso na industria alimenticia, entretanto atualmente é empregada em diversos
campos, da quimica organica a producdo de biocombustiveis (CALERO et al., 2019;
RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010a; ZHONG et al., 2019).

Figura 2 — Representacdo da estrutura tridimensional das lipases: a) lipase B de Candida antarctica (CALB)
(codigo PDB: 4K6G) com triade catalitica Ser105, Asp187 e His224. b) lipase Thermomyces lanuginosus (TLL)
(codigo PDB: 1DT3) com triade catalitica Ser146, His258 e Asp201. ¢) Rhizomucor miehei (RML) (cédigo PDB:
3TGL) com triade catalitica Ser144, His257 e Asp203. Todas as estruturas tridimensionais foram obtidas com o
auxilio da Banco de Dados de Proteinas (PDB, do inglés, Protein Data Bank) e PyMol 2.2.2.

Fonte: Autor.

3.6 COMBI-LIPASE

Em reagfes com triglicerideos e AGLs, tal como, hidrolise, transesterificacdo e
esterificacdo, as lipases apresentam diferentes especificidades de substrato (POPPE et al.,
2018a). Ou seja, cada lipase possui uma régio-especificidade (especificidade com relacdo a
posicao dos triglicerideos), além de uma faixa de comprimento da cadeia de hidrocarbonetos
do triglicerideos ou AGLs em que a lipase possui maior atividade (KAPOOR; GUPTA, 2012;
TONGBORIBOON; CHEIRSILP; H-KITTIKUN, 2010); CALB, por exemplo, geralmente

mostra uma alta atividade em acidos graxos de cadeia curta e média (em torno de C13)
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(PLEISS; FISCHER; SCHMID, 1998), enquanto a CALA apresenta uma preferéncia por acidos
graxos de cadeia longa (C18) (DOMINGUEZ DE MARIA et al., 2005).

Quanto a régio-especificidade, existem lipases com especificidade sn-1,3, que
hidrolisa ligacOes éster nas posi¢cdes sn-1 e sn-3, por exemplo, RML e TLL, as que possuem
mais afinidade com a posic¢do sn-2 como a lipase A de Candida antarctica (CALA) e as ndo
régio-especificas, que performam nas trés posicdes, como é o caso da CALB (ALVES et al.,
2014; POPPE et al., 2018b; ROGALSKA et al., 1993).

Por mais que a alta seletividade e a especificidade do substrato das lipases sejam
uma vantagem quando comparado aos catalisadores quimicos, uma vez que evita a producdo
de subprodutos indesejados (CHAPMAN; ISMAIL; DINU, 2018; KLEINAITE et al., 2014). A
especificidade da enzima para uma categoria de triglicerideos/AGLs pode resultar em baixas
conversdes (PETERSEN et al., 2001), uma vez que a maioria dos 0leos utilizados sdo substratos
muito complexos e heterogéneos, compostos por uma variedade de triglicerideos, diglicerideos,
monoglicerideos e acidos graxos livres (ISSARIYAKUL; DALAI, 2014).

Logo, € possivel que a lipase catalise efetivamente os principais componentes de
um determinando 6leo, entretanto é provavel que a lipase ndo reconheca o substrato desejado
ou até mesmo seja inibida por outros componentes do 6leo, resultando em baixas taxas de
conversdo (MONTEIRO et al., 2021). Nesse sentido, visando a otimizacdo do processo,
emprega-se uma mistura de lipases com diferentes especificidades, denominada de combi-
lipase (ALVES et al., 2014).

3.7 IMOBILIZAGAO ENZIMATICA

Mesmo possuindo todas as vantagens que foram citadas na secdo anterior, a
aplicacdo das enzimas nas formas livre ou sollvel na industria enfrenta alguns empecilhos,
quais como, a falta de estabilidade operacional a longo prazo e a dificuldade de efetuar a
recuperacdo e reutilizacdo desses biocatalizadores (BARBOSA et al., 2015). Tais
inconvenientes podem ser solucionados através do emprego da imobilizagdo enzimatica, uma
vez aplicada, a técnica adequada facilitard a recuperacdo do biocatalisador, minimizando ou
eliminando a contaminagdo do produto, além de tornar possivel a reutilizagdo (viabilizando
economicamente 0 processo), outros ganhos sdo: melhor estabilidade operacional e de
armazenamento, maior resisténcia a variagdes pH e temperatura (LIU; DONG, 2020;
SHELDON; VAN PELT, 2013).

Em suma, a imobilizagdo enzimatica é o aprisionamento de enzimas em suportes
solidos insollveis, produzindo um catalisador heterogéneo (BOUDRANT; WOODLEY;
FERNANDEZ-LAFUENTE, 2020). Para obter uma imobilizacdo eficiente, trés fatores devem
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ser considerados: a técnica que serd empregada, as propriedades do suporte e 0 mecanismo
reacional (BARBOSA et al., 2013).

Geralmente as enzimas sao imobilizadas pelos métodos de aprisionamento (DU et
al., 2017), adsorcdo (GARCIA-GALAN et al., 2011; TAVARES et al., 2015), ligacédo covalente
(WANG et al., 2001) e cross-linking (YANG et al., 2020). Os métodos séo classificados como
fisicos e quimicos, nos métodos de adsorcdo e aprisionamento ndo ocorre ligagdo covalente
entre as moléculas da enzima e o suporte, por isso sdo atribuidas como técnicas fisicas; ja
ligacdo covalente e cross-linking sdo métodos quimicos, pois a enzima € imobilizada no suporte
por ligagdo covalente (LIU; DONG, 2020).

Uma desvantagem dos métodos fisicos (interagfes hidrofobicas e van der Waals,
por exemplo), é que geralmente a ligacao fisica € muito fraca para manter fixada a enzima no
suporte sob condicBes rigorosas encontradas nas industrias como altas concentracGes de
reagentes e produtos, e alta forca ionica (SHELDON; VAN PELT, 2013).

A imobilizacdo por ligacdo covalente se da através de reacBes quimicas entre o
suporte sélido e a parte da enzima que possui cadeias de aminoacidos, como: lisina, cisteina,
por exemplo, ou residuos de acido aspartico e acido glutdmico (BONAZZA et al., 2018). Por
ser mais forte a ligagcéo covalente previne a desagregacéo da enzima do suporte, 0 que aumenta
a estabilidade da enzima imobilizada (CANTONE et al., 2013). Contudo, esta técnica tem como
desvantagem que, em caso de desativacdo da enzima, tanto a enzima quanto o suporte se tornam
inutilizaveis, uma questdo a ser considerada, frente ao preco dos suportes (SHELDON; VAN
PELT, 2013).

O desenvolvimento de novas tecnologias e técnicas faz a imobilizacdo enzimatica
ser considerada o principal meio de tornar possivel o emprego de enzimas em larga escala, uma
vez que viabiliza economicamente o0 processo através do reuso das enzimas (LIU; CHEN; SHI,
2018). A aplicacdo das enzimas imobilizadas pode ser observada nas industria farmacéutica,
alimenticia, bebidas, téxtil e biocombustiveis (BASSO; SERBAN, 2019).

3.8 TECNOLOGIA DE ULTRASSOM

A imobilizacdo produz um biocatalisador heterogéneo, gerando uma necessidade
de mais energia para uma maior transferéncia de massa e maior taxa de conversdao (BANSODE;
RATHOD, 2017). Esse problema pode ser contornado com a aplicacdo da tecnologia do
ultrassom. Ultrassom é a energia sonora em frequéncias acima do intervalo que é audivel para
0s seres humanos (> 20 kHz) e que necessita de um meio para se propagar (WANG et al.,
2018b).
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Quando o ultrassom passa por um meio liquido, os ciclos consecutivos de
compressdo e rarefacdo das ondas sonoras causam vibragdo mecénica do liquido, esse processo
gera um fendmeno denominado de cavitacao, que compreende a formacéao, ampliacéo e colapso
de bolhas, que, quando ocorre perto da fase limite de dois liquidos imisciveis, pode fornecer
uma agitacdo muito eficiente, facilitando a transferéncia de massa (BANSODE; RATHOD,
2014, 2017). O acumulo de energia ultrassdnica ocorre nas bolhas oscilantes e durante o
processo de crescimento e imploséo ha elevacdo eminente da temperatura e energia locais (em
torno de 5000 K) e pressao (em torno de 1000 bar) (SUSLICK; PRICE, 1999).

A cavitacdo também proporciona efeitos quimicos. O colapso das bolhas de
cavitacdo pode dissociar moléculas de &gua e oxigénio dissolvido, criando radicais livres
altamente reativos, -OH e -OOH (PANG; ABDULLAH; BHATIA, 2011). Algumas vantagens
do ultrassom em reacg0es catalisadas por enzimas podem ser resumidas como: minimizagdo do
tempo de reacdo, reducdo das quantidades de reagentes, aumento do rendimento, além de ser
uma tecnologia “verde” e economizar energia (LERIN et al., 2014; SOARES et al., 2020;
WANG et al., 2018b). Podendo ser aplicada nas inddstrias de biotecnologia e bioguimica
(BANSODE; RATHOD, 2017).

3.9 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento experimental consiste em experimentos que devem ser realizados
para determinar a influéncia variaveis independentes sobre as respostas desejadas, que é
fundamental para a obtencdo de resultados confiaveis, viabilizando analises estatisticas
consistentes e a otimizacdo de processos (LEARDI, 2009). Anteriormente, a otimizacao era
realizada através de uma abordagem cléssica, alterando uma variavel de cada vez e mantendo
as demais variaveis constantes. Essa metodologia demanda muito tempo e grandes conjuntos
de dados experimentais, além de ficar aquém de mostrar a interacdo entre as variaveis do
processo (CHOWDHURY et al., 2014).

3.9.1 Misturas

O planejamento de misturas € um tipo especial da Metodologia de Superficie de
Resposta (RSM, do inglés, Response Surface Methodology), em que os fatores sdo 0s
componentes de uma mistura e a resposta varia conforme as proporg¢des dos fatores variam; ou
seja, a resposta e afetada pela variacdo das proporcdes dos fatores (BURUK SAHIN; AKTAR
DEMIRTAS; BURNAK, 2016). Com isso, € possivel analisar quais fatores somados resultam
na melhor resposta (LI et al., 2019). Para tanto, deve-se considerar 0s seguintes aspectos: 0

namero de fatores e interagdes a serem estudados, a complexidade de cada projeto, a validade
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estatistica e a eficicia de cada projeto e a facilidade de implementagdo e as restri¢des de custo
e tempo associadas a cada analise (BURUK SAHIN; AKTAR DEMIRTAS; BURNAK, 2016).

O planejamento de misturas é aplicado nas industrias de tintas, vidro, quimicas,
polimeros e alimenticia (BURUK SAHIN; AKTAR DEMIRTAS; BURNAK, 2016). Nos
ultimos anos, o méetodo vem sendo amplamente aplicado em processos catalisados por lipases
para a modificagdo de dleos, visando determinar a melhor combinagdo para um determinado
substrato, tanto em reacdes de hidrolise (ALVES et al., 2014; SOUZA et al., 2020) quanto em
reacGes de esterificagdo (ROCHA et al., 2020; YUCEL; DEMIR, 2012).

3.9.2 Taguchi

O método de matriz ortogonal Taguchi foi desenvolvido pelo engenheiro japonés
Dr. Genichi Taguchi (PRASAD; RAO; RAO, 2012), visa determinar as configuracdes 6timas
dos parametros de entrada, desprezando a variacao causada por fatores incontrolaveis ou fatores
de ruido (MOHAN et al., 2009; PRASAD; RAO; RAO, 2012).

O método Taguchi é caracterizado por considerar varios parametros em simultaneo,
e ter os efeitos importantes facilmente identificados, o que diminui consideravelmente o nimero
de experimentos necessarios para a otimizacdo do processo em comparagdo com RSM, por
exemplo (CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013; CHOWDHURY et al., 2014,
KARMAKAR; DHAWANE; HALDER, 2018b). Isso torna a abordagem do Taguchi mais
eficaz, em escala industrial, sua aplicacdo reduzir significativamente o tempo do ciclo de
desenvolvimento de produtos, tanto para o projeto quanto para a producéo, reduzindo custos e
aumentando o lucro (ZHANG; CHEN; KIRBY, 2007). As vantagens do método assim como
sua aplicacdo em processos bioquimicos foram amplamente reportadas na literatura
(BALLANTYNE; VAN OORSCHOT; MITCHELL, 2008; JAHANSHAHI; SANATI;
BABAEI, 2008; KARMAKAR; DHAWANE; HALDER, 2018b; MOHD HUSSIN; ATTAN;
WAHAB, 2020).

A implementacdo do método Taguchi é ilustrada através de um fluxograma
apresentado na Figura 3. O passo 1 € a formulacdo do problema, em que serdo definidos os
objetivos, parametros experimentais e 0s niveis desses parametros. O passo 2 envolve projetar
e conduzir experimentos. O passo 3 lida com a andlise dos resultados — razéo sinal-ruido (S/R),
analise de variagdo (ANOVA, do inglés, analysis of variance) —, graficos de respostas e
determinacdo do ponto 6timo). O Udltimo passo é a validagdo do ponto O6timo, caso o
experimento ndo seja validado, faz-se necessario realizar novamente 0s experimentos
(YUSOFF; RAMASAMY; YUSUP, 2011).
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Figura 3 — Fluxograma do método Taguchi

Definir objetivos

| Formulagdo do problema

Parimetros experimentais

Niveis

— | Planejamento

Matriz experimental
Condugio dos experimentos

| |

Experimental

Raziio S/R

| Analise de Resultados }7 ANOVA

N2O Validado ?

Plotar graficos

SIM

Fonte: Autor (adaptado de Yusoff, 2010).

Os dados obtidos nos experimentos sdo analisados por meio da razdo sinal-ruido
(S/R) e ANOVA (KUALITAS, 2015). O célculo da razéo S/ R depende dos resultados obtidos
nos experimentos, como pode ser visto na Equacdo 3 (CHOWDHURY etal., 2014). Pela anélise

da razdo S/R, o nivel ideal de cada pardametro com o conjunto otimizado de pardmetros que

alcancam o maior rendimento € verificado. Logo, a combinacdo ideal dos parametros que
controlam o processo pode ser prevista (KARMAKAR; DHAWANE; HALDER, 2018b;
MOHD HUSSIN; ATTAN; WAHAB, 2020). Contudo, através da andlise da relacdo S/R nédo é
possivel identificar a contribuicdo de cada um dos fatores para a reacdo. Essa limitagdo €
contornada com a anélise da ANOVA (KUMAR; CHARY; DASTIDAR, 2015). Em outras

palavras, a ANOVA ¢ utilizada para

significativos do ponto de vista estatistico

determinar os parametros do processo que sdo
(KARMAKAR; DHAWANE; HALDER, 2018b).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS

O oleo residual refinado de babacu foi adquirido no mercado local (Redencéo,
Ceard, Brasil). As lipases imobilizadas comerciais Rhizomucor miehei (RML, Lipozyme RM-
IM), Thermomyces lanuginosus (TLL, Lipozyme TL-IM) e lipase B de Candida antarctica
(CALB, Novozyme 435) foram obtidas da Novozymes (Alcobendas, Espanha). O alcool
utilizado foi o etanol (P.A. 99,96%) da Dindmica (Sdo Paulo, Sdo Paulo, Brasil). Todos os
reagentes de grau analitico foram adquiridos da Synth (So Paulo, Brasil) e da Vetec (Séo
Paulo, Brasil). Para a elaboracdo do planejamento experimental de misturas e taguchi, foi
utilizado o software Statistica® 10 (Statsoft, Tulsa, EUA).
42  CONFIGURACAO DO EQUIPAMENTO DE ULTRASSOM

O equipamento utilizado foi um banho ultrassénico (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). A frequéncia ultrassonica foi de 37 kHz e a
poténcia ultrassénica total de 300 W. Ademais, 0 equipamento possui controle de temperatura.
43 METODOS

Todos os experimentos foram realizados pelo menos em duplicata. Os resultados
sdo apresentados como a média aritmética desses valores e 0 desvio padréo (geralmente abaixo
de 5%).
4.3.1 Analise por cromatografia a gas dos acidos graxos

Para determinar a composicdo quimica dos &cidos graxos do Oleo de babacu,
realizou-se a andlise de cromatografia gasosa no Laboratério de Referéncia em
Biocombustiveis Professor Expedito José de Sé& Parente (LARBIO), localizado na Fundacgéo
Nucleo de Tecnologia Industrial do Ceara (NUTEC). O equipamento utilizado foi um
cromatografo a gas com detector por ionizacdo de chama (CG — FID) da marca VARIAN e
modelo 450 — GC, com uma coluna capilar CP — WAX 52. As dimensdes da coluna foram: 30
m de comprimento, 0,32 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura do filme liquido. Na
Tabela 1, estdo apresentadas as condi¢des operacionais do cromatdgrafo. A concentracdo dos
acidos graxos em percentagem é determinada por normalizacdo com céalculos descritos (LUTZ,
2008). Para identificar cada &cido graxo é feita uma comparagéo entre os tempos de retencao
do acido graxo e do padrdo 1.000 mg/L. A quantificacdo é feita pelo calculo com fatores de

conversao, Equacdo 1.

(K 7 AGi * %AAGi)
Y (KAGi * %AAGi)

* L * FCv (g/lOOgda amostra) = CONCagi (D
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Onde: CONCagi = Concentracdo do &cido graxo em @g/1000g da amostra; %AAGI =
Porcentagem de area do acido graxo no cromatograma da amostra; K’AGi = Fator de corregdo
de resposta de cada acido graxo com relacao ao acido palmitico C16:0; FCv = Fator de correcdo

de gordura para acidos graxos; L = Teor de lipidios na amostra em g/100g da amostra.

Tabela 1- Condices de operagdo do cromatégrafo

Parametros Valores
Temperatura Inicial de Forno 120°C
Temperatura Final de Forno 250°C

Detector lonizacdo de Chama (FID)
Gas de arraste Nitrogénio
Fluxo do gés de arraste 1,0 mL/min
Modo de injecéo Split (1:10)
Volume de injecédo 1L
Temperatura de injetor 250°C
Temperatura de detector 280°C

70°C aumentando para 240°C, mantida
por 10 min, 5°C/min

Fonte: MOREIRA (2020).
4.3.2 Célculo da Massa Molar do 6leo de Babacu

Rampa

A partir da andlise por cromatografia a gas dos acidos graxos foi possivel realizar o
calculo da massa molar média do 6leo de babacu. O conhecimento da massa molar do Gleo é
necessario, pois é a partir desse valor que serdo determinadas as condi¢cdes das reacdes
utilizadas na producdo dos ésteres etilicos, pois alguns parametros como a adicdo de catalisador
e alcool ao meio reacional, sdo calculados com base na relacao estequiométrica da massa molar
do 6leo e esses parametros. O célculo para a determinacdo da massa molar é apresentado na
Equacdo 2, e foi adaptado de Santos (2008) e Mano (1987).

, Y(%molar do acido graxo * MM4cido graxo
MMbéleo = G 8 graxo) (2)

Y%molar do 4cido graxo

Onde: MMoleo = Massa Molar média do 6leo (g/moL); %molar do acido graxo = Percentual
molar dos acidos graxos contidos no 6leo; MMacido graxo = Massa Molar dos &cidos graxos.
4.3.3 Hidrolise Enzimética do 6leo de babacu

Os acidos graxos livres (AGLs) para esterificagdo foram obtidos através de

hidrolise enzimatica do 6leo de babacu utilizando a lipase B de Candida antarctica (CALB,
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6,55 mg/mL). Antes da hidrolise enzimatica, o 6leo foi filtrado para remover todas as impurezas
presentes. A reac¢do foi iniciada pela adicdo de 5% de biocatalisador (referente ao peso do 6leo),
em um Erlenmeyer de 300 ml. As condicdes reacionais foram: 3 horas, 40°C, 7.5:1 (4gua: 6leo)
e 240 rpm.
4.3.4 Combi-lipase

A fim de determinar a melhor combinagdo de lipases para sintese de biodiesel,
empregou-se as lipases RML, TLL e CALB, ademais, um planejamento de mistura de trés
fatores foi realizado com auxilio do software Statistica® (Statsoft, EUA). Todas as reagdes
ocorreram sob as seguintes condicdes: razdo molar de 1: 1 (dgua/ alcool), 5% de biocatalisador
(calculado com base na massa dos AGL), 30 ° C, por 1,5 hora. As reac¢des foram conduzidas
em incubadora de agitador orbital a 200 rpm.

Apdbs o tempo de reacdo especifico, o indice de acidez foi determinado para cada
amostra. Para tanto, aliquotas de 0,2 g foram retiradas do volume da reacdo, diluidas em 5 mL
de &lcool etilico e 3 gotas de fenolftaleina e posteriormente tituladas com hidréxido de sddio
(0,AM) (CAVALCANTI et al., 2018), com algumas modifica¢bes. O indice de acidez (1A) foi
estabelecido de acordo com a Equacéo 3.

VNaOH) (3)
m

Onde MMNaOH (g/ mol) é a massa molar de NaOH; II]NaOH (mol / L) ¢ a molaridade da

solucdo de NaOH; f é o fator de correcdo determinado pela padronizacdo de NaOH; Vnaon (ML)

IA (mgNaOH/g) = MMyaon X Wnaon X X (

é 0 volume de NaOH gasto na titulacdo; e, m (g) € a massa da amostra a ser analisada.
A conversdo dos AGLs em ésteres foi calculada pela Equacdo 4, considerando a

acidez no tempo zero (1Ao) e no tempo t (1Ay).

1A, — IA
Conversdo AGL(%) = % X 100 4)
0

4.3.5 Otimizacao da producéo de biodiesel (Taguchi)

Para este estudo, o planejamento experimental Taguchi com uma matriz ortogonal
padrdo L9 (o "L"™ e "9" representam o quadrado latino e 0 nimero de experimentos,
respectivamente) foi utilizado para examinar quatro fatores em trés niveis para otimizar a
producdo de biodiesel a partir dos AGLs oriundos do 6leo de babacgu. A Tabela 2 mostra o0s
quatro parametros independentes (biocatalisador, razdo molar, temperatura e tempo) e seus
niveis correspondentes. Os niveis dos pardmetros foram determinados com base em

experimentos laboratoriais preliminares.

Tabela 2 — Fatores independentes e seus respectivos niveis para produgdo de AGL
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Niveis Biocatalisador (%) Razdo Molar Temperatura (°C) Tempo (h)
N1 5 1:1 40 1,5
N2 10 1:7 50 3
N3 15 1:13 60 45

Fonte: Autor.

Foi utilizado o software Statistica® 10 (Statsoft, EUA), para delineamento
experimental e analise estatistica. A Tabela 5 apresenta a matriz do planejamento experimental,
os valores médios de conversdo e as relagdes S/R calculadas para cada ponto. Os valores da
razdo S/R correspondentes as conversdes foram calculados, usando as caracteristicas "larger-
the-better”, uma vez que 0 objetivo do trabalho é maximizar a variavel de resposta (conversdo).
O valor da razdo S/R para cada execucéo foi calculado de acordo com a Equacéo 5.

2= -tog(1y L) ©
R n&d y?
Onde y € a conversdo para 0 experimento correspondente, i € 0 nimero de repeticbes e n é o
namero de respostas para a combinacao de niveis de fator em qualquer combinacao paramétrica
especifica de acordo com a Tabela 2. A relacdo S/R prevista sob condicbes ideais para 0
processo para obter a atividade do biocatalisador foi estimado pela Equagéo 6.

s__S, z": (5 §> ©
Rprevisto R = Rj R

Onde S/R é a média aritmética de todas as razdes S/R, S/R; é a razdo S/R no ponto 6timo para
cada fator e n é o numero de fatores que afetam significativamente o processo.
Independentemente da categoria de relacdo S/R empregada, o nivel ideal do
parametro de projeto € o nivel com a relacdo S/R mais alta. Logo, é possivel otimizar cada um
dos parametros de entrada selecionados e obter o conjunto de parametros para o melhor
rendimento do biodiesel usando a analise da relacdo S/R (biodiesel). Entretanto, através da
analise darelacdo S/R néo € possivel identificar a contribuicdo de cada fator sobre o rendimento.
Essa limitacdo da analise da raz&o S/R pode ser superada através da ANOVA de acordo com as
Equacdes 7-9.
Contribuicao do fator = % x 100 @)
Onde SSf é a soma dos quadrados dos fatores, e SSt € a soma total de quadrados de todos os

parametros.
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ssr=y. a[@ri-@)d ®

Onde n é o numero de experimentos no nivel j do fator f e t é o total.

sse=3 [()i-() ©)

4.3.6 Processo assistido por irradiacédo ultrassonica

O ponto 6timo da esterificacdo enzimatica obtido por agitacdo mecénica foi
aplicado para a producdo em banho ultrassénico (37 kHz, 300 W) durante um tempo que variou
de 0,75 a 4,5 horas.

4.3.7 Estabilidade operacional do biocatalisador

A estabilidade operacional foi verificada por reagdes consecutivas para a producao
de biodiesel usando 10 % de biocatalisador (com a melhor combinacéo de lipases), as condi¢des
reacionais utilizado foi o ponto 6timo obtido atraves do planejamento taguchi. Antes de cada
ciclo, a enzima foi separada do meio reacional por magnetizagéo e lavada trés vezes com hexano

para remover produtos e substratos ndo reagidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1  ANALISE DA COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO DE BABACU

Através dos resultados obtidos pela analise CG/ FID é possivel observar que 0s
acidos graxos saturados compdem uma maior parcela do 6leo residual de babacu, com 81,67%,
com destaque para o acido laurico (41,55% do contetdo total de &cidos graxos), enquanto
acidos graxos insaturados (monoinsaturados) representam apenas 12,8%, sendo 11,04 %
correspondente ao &cido oleico. A Tabela 3 apresenta os percentuais dos AGLS na composi¢édo
quimica do 6leo de babacu, obtidos por Moreira et al. (2020) e dois trabalhos reportados na

literatura para comparacéo.
Tabela 3 — Percentuais dos acidos graxos na composic¢ao quimica do 6leo de babagu. Outras especifica¢des estdo

descritas na secdo "Materiais e Métodos".

Massa  (Moreira (DA (DE

Acidos Férmula . molar etal., ”
Graxos Molecular Simbolo (g/mol) 2(%2(;) a:qozgfzi) OI;:V;I)EOA) et
” . .
Caprilico C8H1602 C8:.0 114 9,64 454 3,79
Céprico C10H2002 C10:0 172 6,85 4,25 5,42
Laurico C12H2402 C12:0 200 41,55 44,14 47,75
Miristico C14H2802 C14:0 228 14,01 14,47 16,54
Palmitico  C16H3202 C16:0 256 6,96 9,38 8,58
L. CH3(CH2)16 .
Esteéarico COOH C18:0 284 2,66 4,40 3,45
Oleico C18H3402 C(C18:1n9c 282 11,04 14,04 12,00
Linoleico C18H3202 (C18:2n6¢C 280 1,76 2,83 2,46
Outros - 5,53 1,95 -
> SAT 81,67 81,18 85,54
> MON 12,8 16,87 14,46

SAT = Acido graxo saturado; MON = &cido graxo monoinsaturado. Fonte: Autor.

Apbs determinar o perfil de acidos graxos, foi possivel calcular a massa molar para
0 6leo residual de babacu, através da Equacédo 2. O valor encontrado para a massa molar foi de
210,91 g/ mol, Reipert (2005) também analisou a composicéo do 6éleo de babacu, e obteve um
valor de massa molecular préximo ao do presente trabalho (214,70 g/mol).

A analise da composi¢do quimica do 6leo de babacu é fundamental pois atraves
dela sera possivel compreender a melhor combinacdo de lipases obtida no planejamento
triangular, considerando os principais AGLs que compdem o 0Oleo utilizado e a especificidade
de cada enzima. Ademais a percentagem de AGLs do 6leo de babagu permite o calculo da
massa molar deste 0leo, é com base no valor encontrado que sera determinado a quantidade de

alcool e biocatalisador que serdo adicionados ao meio reacional.
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5.2 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL
5.2.1 Planejamento de mistura: Sele¢cdo da melhor combi-lipase para esterificacéo

A fim de determinar a melhor combinacéo, entre as lipases RML, TLL e CALB,
para a sintese de biodiesel a partir de AGLs oriundos do oOleo de babacu, as trés lipases
imobilizadas foram testadas em reagdes de esterificacdo, sozinhas e combinadas, conforme
planejamento triangular de misturas. Os resultados obtidos para o planejamento de mistura sio
apresentados na Tabela 4 e representados graficamente na Figura 4. Uma breve analise na
Tabela 4 mostra que a maior conversdo foi de 75,04% (ensaio 10), se deu na presenca de 66,7%
de CALB, 16,7% de TLL e RML. Além de compor 66,7% do biocatalisador que obteve a maior
conversdo, a CALB sempre esteve presente — seja sozinha ou combinada — nos ensaios com

conversdes mais altas (3, 5 e 6).

Tabela 4 — Planejamento triangular para a sintese enzimatica de biodiesel. Meio reacional: razdo molar de 1: 1
(AGLs/ &lcool), 5% de biocatalisador (calculado com base na massa dos AGL), 30 ° C, por 1,5 hora. As rea¢Ges
foram conduzidas em incubadora de agitador orbital a 200 rpm. Outras especificacBes estdo descritas na se¢ao
"Materiais e Métodos".

ENSAIO RML TLL CALB CONVERSAO (%)
1 1,000 0,000 0,000 55,03+ 0,01
2 0,000 1,000 0,000 43,25+ 0,53
3 0,000 0,000 1,000 72,17 £ 0,64
4 0,500 0,500 0,000 56,16 + 0,08
5 0,500 0,000 0,500 72,65 + 0,08
6 0,000 0,500 0,500 72,74 £ 0,02
7 0,333 0,333 0,333 68,79 + 0,28
8 0,667 0,167 0,167 67,28 + 0,58
9 0,167 0,667 0,167 64,98 + 0,53
10 0,167 0,167 0,667 75,04 + 0,37

Fonte: Autor.

De acordo com a andlise estatistica, a melhor combinacdo de lipases para a
esterificacdo dos AGLs extraidos do 6leo de babacu é uma mistura de 67,5% de CALB, 25%
de TLL e 7,5% de RML. Portanto, essa mistura de biocatalisadores foi utilizada na otimizacédo
dos parametros de esterificacdo pelo método Taguchi.

As lipases utilizadas nesse estudo séo classificadas em dois grupos quanto a régio-
especificidade, TLL e RML sdo sn-1,3-especificas, ou seja, reagem majoritariamente com
ligacdes éster nas posicdes sn-1 e sn-3; por sua vez a CALB é ndo-especifica, atuando nas trés
posicdes (CASTIGLIONI et al., 2020; TIOSSO et al., 2014). Essa pode ser uma das explicacoes
paraa CALB compor a maior parcela da combinacéo obtida, por possui alta atividade catalitica
nas 3 posi¢des possiveis, é provavel que esta lipase tenha sido capaz de catalisar mais AGL do

que as demais.
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Figura 4 — Superficie de resposta para o planejamento de mistura de para a sintese enzimatica de biodiesel. Meio
reacional: razdo molar de 1: 1 (AGLs/alcool), 5% de biocatalisador (calculado com base na massa dos AGL), 30

° C, por 1,5 hora. As reacfes foram conduzidas em incubadora de agitador orbital a 200 rpm. Outras especifica¢cdes
estdo descritas na se¢do "Materiais e Métodos".
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Fonte: Autor.

Além da régio-especificidade, as lipases possuem especificidade com relacéo ao
tamanho da cadeia de &cidos graxos dos substratos (POPPE et al., 2018b), devido a
conformacao do sitio ativo e aos residuos de aminoacidos que o rodeiam 0s quais podem ter
cargas e grupos de reacdo diferentes, portanto suscetiveis as moléculas do substrato (PLEISS;
FISCHER; SCHMID, 1998). O sitio ativo da CALB para &cidos graxos é relativamente curto,
portanto, normalmente ela possui alta atividade em acidos graxos de cadeia curta e média (C6-
C14) (CASTIGLIONI et al., 2020; PLEISS; FISCHER; SCHMID, 1998). Por outro lado, RML
e TLL possuem um sitio ativo com preferéncia por cadeias de acidos graxos mais longas (C16-
C18) (POPPE et al., 2015).

Analisando a Tabela 3 é possivel notar que cerca de 70% dos AGLs que compdem
0 0leo de babacu sdo de cadeia pequena ou média (Caprilico C8:0 (9,64 %), Caprico C10:0
(6,85%), Laurico C12:0 (41,55 %) e Miristico C14:0 (14,01 %), nessa faixa a lipase CALB
apresenta atividade alta mais do que as outras duas. Portanto, as maiores conversdes obtidas
nos experimentos com CALB e consequentemente a sua presengca em maior quantidade na
combinacdo de lipases 6tima se justificam pela sua régio-especificidade e especificidade quanto
ao tamanho da cadeia de AGLs do substrato.

Além de otimizar o processo, a combinacdo de lipases torna possivel um
barateamento da producédo de biodiesel, TLL e RML séo consideravelmente mais baratas do
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que CALB, logo a mistura é economicamente mais viavel, quando comparada a utilizagao da
CALB sozinha (CASTIGLIONI et al., 2020; LI et al., 2006). Poppe et al. 2018, estudou a
melhor combinacéo de lipases (entre RML, TLL e CALB) na transesterificacdo do 6leo de soja
para a sintese de biodiesel, a combinacdo 6tima foi 50% CALB, 27,5% RML e 22,5% TLL.
Poppe et al. 2018 empregou o planejamento composto central (CCD, do inglés central
composite desing) para otimizar os parametros da reacéo (razdo molar (alcool: 6leo, quantidade
de biocatalisador e agua adicionada), utilizando a combinacao de lipases e o0 ponto 6timo dos
parametros da reacdo foi possivel alcancar 94,98% de conversao.
5.2.2 Taguchi - Analise de Variancia (ANOVA) de esterificacdo e previsdo de condicdes
Otimas

A Tabela 5 apresenta as combinacGes dos fatores independentes em seus
respectivos niveis, os valores de conversdo obtidos assim como a relacdo S/R para a matriz de
planejamento do Taguchi. A relacdo S/R foi calculada pela fungdo “larger-the-better”, ja que o

objetivo é maximizar a conversao.

Tabela 5 — Matriz de planejamento Taguchi L9 e seus respectivos valores de conversao e as relacdes S/R. Outras
especificacdes estdo descritas na se¢do "Materiais e Métodos".

Biocatalisador = Razdo Molar  Temperatura Tempo Converséo

Ensaios (%) (AGLs/Alcool) °C) () (%) SR
1 5 1:1 40 15 76,20+ 0,09 37,63
2 5 1:7 50 3,0 86,50+ 0,03 38,74
3 5 1:13 60 45 88,31+0,79 38,92
4 10 1:1 50 45 85,61 +0,70 38,65
5 10 1:7 60 15 88,65+0,03 38,95
6 10 1:13 40 3,0 86,83 +0,03 38,77
7 15 1:1 60 30 80,61+0,05 38,12
8 15 1.7 40 45 92,63 +0,02 39,33
9 15 1:13 50 1,5 84,41 +0,01 38,53

Fonte: Autor.

A maior conversao de AGL em ésteres é obtida pela maior relacdo S/R, o0 que sugere
o melhor nivel para cada varidvel independente. A razdo S/R Otima prevista para as condi¢es
otimizadas foi calculada a partir da Equacéo 6. O valor obtido para a razdo S/R o6tima foi de
39,51. Com base neste valor foi calculado a conversdo méaxima tedrica através da Equacdo 5, a
conversdo tedrica sob condicdes 6timas € de 94,53%. A Figura 5 apresenta o melhor nivel para
cada parametro (aquele que possui maior razdo S/N), logo observando a Figura 5 e a
distribuicdo dos parametros e seus niveis, disponiveis na Tabela 2, temos 0 ponto 6timo da

reacdo: N2 (10%) para biocatalisador, N2 (1:7) para razdo molar, N3 (60°C) para temperatura
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e N3 (4,5 horas) para tempo. A fim de validar a converséo tedrica, realizaram-se experimentos

em duplicata sob as condic¢fes 6timas, a conversdo experimental foi de 93,58%.
Figura 5 — Gréfico de relacdo S/R para esterificagdo de AGLs oriundo do 6leo de babagu empregando a
combinacdo de lipases obtida no planejamento experimental triangular de mistura. Outras especificacdes estdo
descritas na secdo "Materiais e Métodos".

39,1

S/R

1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
BIOCATALISADOR RAZAO MOLAR TEMPERATURA TEMPO

Fonte: Autor.

O nivel 6timo para a razdo molar foi N2 (1:7), ou seja, a razdo molar 1:7
(AGLs/alcool) foi suficiente para manter o equilibrio da reacdo no lado do produto, retardando
a hidrdlise reversa. O presente parametro foi o que apresentou maior influéncia na reacdo, como
pode ser visto na Figura 5 e na Tabela 6, com uma contribuicdo de 60,734% (Tabela 7).

O tempo de reacdo foi o segundo parametro mais influente na reacdo (Tabela 6), o
nivel étimo para este parametro foi N3 (4,5 h), comprovando que um tempo reacional mais
longo proporciona maior interagdo entre substrato e o biocatalisador, gerando conversdes mais
altas (ROCHA et al., 2020).

Maior concentragdo de biocatalisador tende a proporcionar maior interagéo entre o
substrato e o sitio ativo da lipase, resultando em um aumento no rendimento da reacao
(WAGHMARE; RATHOD, 2016). Por outro lado, o acréscimo de biocatalisador néo
obrigatoriamente favorece a reacdo, uma vez que O Seu excesso pode atuar como inibidor,
gerando um desequilibrio quimico na formag&o de produto (GOLICNIK; MASSON, 2019).
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Nesse contexto, € compreensivel o nivel ideal para a quantidade de biocatalisador
ter sido N2 (10%), possivelmente a presenca de 15% de biocatalisador — referente a massa de
AGLs utilizada — tenha iniciado limitacbes de difusdo. Entretanto, a classificacdo dos
parametros, mostra que este parametro foi apenas o terceiro entre as variaveis estudadas neste
estudo com um delta de 0,359 (Tabela 6), ndo sendo estatisticamente relevante (p-valor > 0,05),
contribuindo apenas 10,096% no processo (Tabela 7).

Embora a temperatura tenha sido o parametro de menor influéncia na reacao
(Tabela 6). A temperatura ideal para a reacdo, foi N2 (60°C). A esterificacdo de AGLs com um
alcool é uma reacdo endotérmica, com isso altas temperaturas tendem a aumentar a energia
cinética do sistema, resultando em melhores interacfes entre as particulas enzimaticas e 0s
substratos, aumentando assim a taxa de reagdo (CHOWDHURY et al., 2014). Além disso, uma
alta temperatura reduz a viscosidade do sistema, aumenta a solubilidade mutua e melhora a
difusdo dos substratos, reduzindo assim as limitagdes de transferéncia de massa, favorecendo o
rendimento do produto (CHOWDHURY et al., 2014).

A classificacdo dos parametros (biocatalisador, razdo molar, temperatura e tempo)
com base nos valores de delta (a diferenca dos valores da razdo S/R entre 0s niveis mais altos
e mais baixos dos fatores de processo) é mostrada na Tabela 6. Entre as quatro variaveis
analisadas no presente estudo, a razdo molar foi a que apresentou maior valor de delta (0,870),
portanto é a variavel independente que possui maior influéncia na reacdo. Por outro lado, o
parametro que possui 0 menor valor de delta (0,085) e consequentemente 0 que menos

influéncia na reacdo é a temperatura.

Tabela 6 — Tabela de resposta de relagbes S/R. Mais detalhes sdo fornecidos na se¢do Materiais e Métodos.
Outras especificagOes estdo descritas na secdo "Materiais e Métodos".

Biocatalisador Razdo Molar Temperatura Tempo

(%) (AGLs/Alcool) (°C) (h)
L1 38,433 38,139 38,582 38,373
L2 38,792 39,009 38,639 38,547
L3 38,663 38,740 38,667 38,968
Delta 0,359 0,870 0,085 0,595
Ranking 3 1 4 2

Fonte: Autor.

A Tabela 7 apresenta os resultados da ANOVA, no intervalo de confianca de 95%.
No ANOVA o impacto de qualquer pardmetro é explicado por seu f-valor e a soma dos
quadrados correspondente (SS), quanto maior o f-valor de um pardmetro maior a sua
contribuicdo para a variavel dependente (conversdo). O p-valor é utilizado para quantificar a

probabilidade de o f-valor obtido ser influenciado por ruido; valores abaixo de 0,05 ou 5%
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atestam a importéncia do parametro (KARMAKAR; DHAWANE; HALDER, 2018a). No
presente estudo, a soma dos quadrados obtida para 0 modelo € 1,961, valor alto suficiente para
ser considerado significante.

Dentre os quatro parametros analisados, apenas dois afetam significantemente a
conversdo de AGLs, a razdo molar foi a variavel independente que mostrou maior influéncia
com f-valor e soma dos quadrados 107,308 e 1,191, respectivamente, o p-valor desta variavel
foi de 0,009, ou seja, apenas 0,9 % de chance de os valores obtidos terem influéncia de ruido.
A outra variavel relevante para o processo foi o tempo com f-valor igual a 50,577, p-valor de
0,019. A contribuicdo de cada parametros para a conversdo dos AGLs em ésteres foi 60,734%
para razdo molar e 28,610 para tempo e 10,096% para quantidade de biocatalisador.

Tabela 7 — Resultados de ANOVA para parametros que afetam a conversdo de éster. O efeito fatorial insignificante
é agrupado conforme mostrado {}. Outras especifica¢fes estdo descritas na secdo "Materiais e Métodos".

Parametro DF SS MS  f-valor p-valor Contribuicdo (%)

Biocatalisador 2 0,198 0,099 17911 0,052 10,096
Raz&o Molar 2 1,191 0,595 107,308 0,009 60,734
Temperatura {2} {0,011} - - - -

Tempo 2 0,561 0,280 50,577 0,019 28,610
Erro 2 0,011 0,005 0,560
Total 8 1,961 100

DF = Grau de liberdade; SS = soma dos quadrados; MS = Quadrados médios. Fonte: Autor.

5.2.3 Regressdo da equacdo do modelo (Modelagem matematica)
No presente estudo, a analise de regressao linear na ferramenta de software Minitab
9.0 foi usada para desenvolver os modelos matematicos preditivos para a varidvel dependente
(conversé@o) em funcéo da porcentagem de biocatalisador, razdo molar, tempo e temperatura,
respectivamente. A equacdo do modelo obtida a partir da analise de regressdo é mostrada na
Equacéo 10.
Conversdo = 71,84+1,11*A+2,85*B+2,88*C+0,32*D (10)

Onde: A é o biocatalisador (%), B é a razdo molar, C é o tempo (horas) e D é a temperatura
(°C). A equagéo permite prever e otimizar a conversao realizando os experimentos em qualquer
conjunto paramétrico de condicdes dentro da faixa escolhida de parametros de processo.
53  CURSO DA ESTERIFICACAO

Ap0s a determinacdo da condigdo 6tima (60°C, 1:7, 4,5 horas e 10% de biocatalisador)
para a sintese de biodiesel a partir de 6leo de babacu pelo planejamento experimental taguchi e

validacao experimental, afim de analisar a producéo de biodiesel sob irradiacéo, estudou-se a
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sintese de biodiesel com tempo variando de 45 a 270 minutos para a técnica de agitacdo
mecanica (250 rpm) e irradiagdo ultrassonica (37 kHz e 300 W), as conversdes obtidas séo
apresentadas na Figura 6.

Como apresentado na Figura 6, a melhor conversdo para a técnica de agitacdo
mecanica foi obtida apds 270 minutos de reacao (93,27 % + 0,8%), sob irradiacdo ultrassnica
foi possivel alcancar conversdo semelhante (93,10 + 1,3%) ap6s 180 minutos de incubacéo,
provando a eficiéncia da técnica do ultrassom na producédo de biodiesel via esterificacdo, por
apresentar maiores conversdes sob um tempo reacional menor. O melhor rendimento de
conversdo obtido para a técnica de irradiacdo ultrassonica se deu ap6s 225 minutos (97,53 *
0,7%).

Figura 6 — Conversdo de biodiesel, sob agitacdo mecénicas e irradiagdo ultrassdnica. Meio reacional: 10% de
biocatalisador, 1:7 (&lcool: acido). As rea¢des foram realizadas a 60 °C a 250 rpm para agitagcdo mecénica ou 37

kHz e 300 W para técnica de ultrassom. Outras especificacdes estdo descritas na se¢do "Materiais e Métodos".
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Fonte: Autor.

Yasvanthrajan (2020) estudou a producdo de biodiesel através da transesterificacao
do ¢6leo residual de algodao, a reagdo foi catalisada pela enzima Rhizopus oryzae na presenca
de irradiacdo ultrassénica. Com a aplicagéo da técnica do ultrassom a maior conversao obtida
foi de 98,7 % ap0bs 6 horas de reacdo, com 0 mesmo tempo reacional sob agitacdo mecéanica a
conversao alcancada foi de apenas 63% (YASVANTHRAJAN et al., 2020). Ademais, o estudo
demonstrou que a reagdo que foi realizada sob irradiacdo ultrassénica necessitou de condicoes
reacionais mais amenas (menor razdo molar (&lcool: &cido), menor biocatalisador e menor
temperatura) para atingir altas conversdes (YASVANTHRAJAN et al., 2020).

Os resultados apresentados acima demonstram a eficiéncia da irradiacdo
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ultrassbnica na sintese de biodiesel, quando comparada as técnicas tradicionais, esse fenémeno
pode ser explicado pela cavitagdo gerada pelas ondas ultrassdnicas, pois esta produz condi¢des
supercriticas de temperatura e pressao, facilitando a transferéncia de massa, minimizando o
tempo de reacdo e aumentando o rendimento (WANG et al., 2018a). Entretanto, altas
frequéncias e poténcias podem ocasionar o rompimento da estrutura da enzima, gerando a
desnaturacgdo da mesma, por outro lado, baixas frequéncias e poténcias nao resultaréo no efeito
desejavel de cavitacdo (BANSODE; RATHOD, 2017).

5.4 ESTABILIDADE OPERACIONAL DO BIOCATALISADOR

A estabilidade operacional da melhor combinacdo de lipases (67,5% de CALB,
25% de TLL e 7,5% RML) foi avaliada para a sintese de biodiesel em condi¢bes otimizadas.
Para tanto, foram realizados ciclos consecutivos de esterificacdo, conforme mostrado na Figura
1.

As enzimas sdo mais caras do que os catalisadores quimicos. Portanto, para tornar
possivel aplicacdo em larga escala, as enzimas imobilizadas devem poder ser reutilizadas varias
vezes, mantendo a estabilidade térmica e operacional (MONTEIRO et al., 2019).

Figura 7 — Estabilidade operacional do biocatalisador. Meio reacional: 10 % de biocatalisador (67,5% de CALB,
25% de TLL e 7,5% de RML), 1:7 (&lcool: acido). As rea¢des foram realizadas por 200 minutos a 60 °C e a 300
rpm. Outras especificacOes estdo descritas na secdo "Materiais e Métodos".
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Fonte: Autor.
Como mostrado na Figura 7, para a producédo de biodiesel, a combinacéo de lipases

alcancou cerca de 50% de conversdo no ciclo 6. Souza et al., (2020), analisou a estabilidade
operacional de uma combinacéo de lipases (75 % RML e 25% CALB) em ciclos repetitivos de
hidrolise do éleo de coco e obtiveram uma conversdo de aproximadamente 40% apos 4 ciclos
de reutilizacéo.
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A CALB apresenta maior estabilidade, quando comparada com RML e TLL
(SOUZA et al., 2020), portanto, pode-se justificar a maior estabilidade obtida no presente
estudo frente ao obtido por Souza et al., (2020) devido a maior porcentagem de CALB utilizada
na analise.

Embora as enzimas sejam muito sensiveis a&s mudangas no ambiente, a imobilizagdo
de tais macromoléculas bioldgicas podem promover sua rigidificacdo, o que mantém a enzima
ativa por mais tempo, permitindo reutilizacdes consecutivas (GUISAN, 1988). Como é
mostrado na Figura 7, nenhum dos biocatalisadores tem uma queda muito significativa na

atividade ap0s 4 ciclos consecutivos de esterificagao.
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6 CONCLUSOES

O emprego do conceito de combinacdo de lipases na producdo de biodiesel é uma
alternativa promissora na producdo desse biocombustivel, uma vez que as enzimas sdo menos
nocivas ao meio ambiente do que os catalisadores quimicos e quando imobilizadas séo
facilmente reutilizadas; ademais a mistura de lipases de especificidade e seletividade diferentes
gera um biocatalisador mais apropriado para o substrato (babagu), solucionando baixas
conversdes por conta da complexidade do oleo.

Apbs determinar a melhor combinacao de lipases (67,5% de CALB, 25% de TLL e
7,5% RML) a reacdo foi otimizada pelo planejamento experimental taguchi, sob condicdes
otimizadas de producdo (60 °C, 4,5 horas, 10 % de biocatalisador, e razdo molar 1:7), foi
possivel obter uma conversdo maxima tedrica de 94,53%, esse valor foi validado
experimentalmente, onde obteve-se uma conversdo 6tima experimental de 93,58 £ 0,9%, o que
mostra uma excelente correlagdo entre os resultados experimentais e 0s estatisticamente
preditos.

Dentre as variaveis independentes analisadas, a razdo molar (acido graxo: alcool)
apresentou maior influéncia na variavel dependente (conversdo de ésteres etilicos), com cerca
de 60% de contribuic&o, a outra varidvel que foi estatisticamente significativa para a reacéo foi
o0 tempo reacional com 28,61 % de contribuig&o.

Ademais, analisou-se a utilizagdo da tecnologia do ultrassom na producgéo de
biodiesel, gracas as condicBes supercriticas geradas pela irradiacdo ultrassonica, foi possivel
obter valor semelhante ao maior valor obtido pela técnica de agitacdo mecanica tradicional
(93,10 + 1,3%) em menos tempo (180 minutos), 90 minutos a menos do que foi necessario para
alcancar valor similar via agitacdo mecénica. Além disso, ap6s 225 minutos de reacdo assistida
por irradiacdo ultrassbnica alcancou-se 97,53 + 0,7% de conversdo, ou seja, a tecnologia do
ultrassom se mostrou eficaz tanto em reduzir o tempo reacional, quanto na maximizacao da

conversao.
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