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RESUMO

Devido aos problemas socioambientais e financeiros causados pelo constante aumento no
consumo de combustiveis fosseis, fontes renovéveis de energia sdo estudadas para serem
aplicadas como alternativa aos derivados de petrdleo. O biodiesel trata-se de uma mistura
de ésteres alquilicos e aparece como alternativa ao diesel comum devido sua baixa
emissdo de gases de efeito estufa. As matérias-primas mais comumente utilizadas para
producdo de biodiesel sdo Oleos vegetais e gorduras animais, porém estes insumos
competem com o mercado alimenticio tornando o biodiesel proveniente dessas
substancias com baixo custo-beneficio, sendo os 6leos e gorduras residuais uma opcao
que evitaria tal problemadtica além de dar uma correta finalidade a esses materiais. A
utilizacdo de catalisadores enzimaticos na reacao de producao de biodiesel, comparado
ao uso de catalisadores quimicos, propicia condi¢cdes reacionais mais brandas e quando
imobilizado pode ser reutilizado. Este trabalho tem como objetivo determinar, por meio
de um planejamento de misturas, a melhor combinacao de acidos graxos livres (AGLs)
proveniente dos 6leos residuais de frango, babacu e castanha-do-Pard que propicia a
maior conversdo em ésteres etilicos, utilizando a lipase de Rhizomucor miehei
imobilizada (Lipozyme RM IM) como catalisador na reacio de esterificagdo, além de
determinar as melhores condi¢des reacionais através de um planejamento Taguchi. O
melhor resultado obtido foi de 78,93 + 3,95% de conversdo em ésteres na mistura de 67%
de AGLs do dleo residual de castanha-do-Paréd e 33% de AGLs do 6leo residual de babagu
nas condi¢des reacionais de 50 °C, razdo molar 1:1 (AGLs: élcool), 3% de conteddo de
biocatalisador e 4 horas de reagdo. Para essa combinagdo de AGLs a conversao tedrica
obtida foi de 90,77 + 4,54% nas condic¢des reacionais de 40 °C, razao molar 1:1 (AGLs:
alcool), 3% de contetido de biocatalisador e 6 horas de reacao.

Palavras-Chave: Mistura de dcidos graxos livres. Lipozyme RM IM. Biodiesel. Oleos

residuais.



ABSTRACT

Due to the socio-environmental and financial problems caused by the constant increase
in the consumption of fossil fuels, renewable energy sources are studied to be applied as
an alternative to petroleum derivatives. Biodiesel is a mixture of alkyl esters and appears
as an alternative to common diesel due to its low emission of greenhouse gases. The raw
materials most commonly used for biodiesel production are vegetable oils and animal
fats, but these inputs compete with the food market, making biodiesel from these
substances with low cost-effectiveness, with residual oils and fats being an option that
would avoid such a problem. in addition to giving a correct purpose to these materials.
The use of enzymatic catalysts in the biodiesel production reaction, compared to the use
of chemical catalysts, provides milder reaction conditions and, when immobilized, can be
reused. The objective of this work is to determine, through a mixture design, the best
combination of free fatty acids (FFAs) from the residual oils of chicken, babassu and
Brazil nuts that provide the highest conversion into ethyl esters, using the Immobilized
Rhizomucor miehei lipase (Lipozyme RM IM) as a catalyst in the esterification reaction,
in addition to determining the best reaction conditions through a Taguchi design. The best
result was 78.93 + 3.95% conversion into esters in the mixture of 67% of FFAs from
residual Brazil nut oil and 33% of FFAs from residual babassu oil under reaction
conditions of 50 ° C, 1:1 molar ratio (AGLs: alcohol), 3% biocatalyst content and 4 hours
of reaction. For this combination of AGLs, the theoretical conversion obtained was 90.77
+ 4.54% under reaction conditions of 40 °C, 1:1 molar ratio (AGLs: alcohol), 3% of
biocatalyst content, and 6 hours of reaction.

Keywords: Free fatty acid blend. Lipozyme RM IM. Biodiesel. Residual oils.
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1 INTRODUCAO

Problemas climaticos sdo causados em consequéncia do aumento da emissao
de gases de efeito estufa, como o diéxido de carbono (CO»), 6xido nitroso (N20), entre
outros, devido ao aumento da demanda de combustiveis fésseis (FAUZAN et al., 2020).
Por efeito dos problemas ambientais e as altas nos precos dos combustiveis que tem como
origem o petréleo, muitos paises estimulam a utiliza¢do de biodiesel como combustivel
para veiculos (GULDHE et al., 2015). O biodiesel ¢ um combustivel renovavel, ndao
téxico, biodegraddvel e libera menor quantidade de carbono contraposto ao diesel
comum, tendo em vista a diminuicdo da difusd@o de carbono o acimulo de gases de efeito
estufa € reduzido (MALLAH; SAHITO, 2020; ACHARYA et al., 2019). O biodiesel é
uma alternativa promissora e eficaz na tentativa de assegurar um ambiente protegido e
sustentdvel, dessa forma politicas publicas em muitas na¢des levaram a um aumento em
sua producdo e aplicacdo (ESAN; ADEYEMI; GANESAN, 2020).

Os ésteres caracteristicos do biodiesel podem ser obtidos através da reacdo de
transesterificacdo de triglicerideos ou por meio da reacdo de esterificacdo de dcidos
graxos livres (AGLs), no qual reagem com dlcoois de cadeia curta (metanol ou etanol),
na presenca de um catalisador bdsico, dcido ou enzimdtico, em ambos 0s processos
(PATCHIMPET et al., 2020). A sintese de ésteres utilizando enzimas apresenta um
elevado grau de pureza do produto, possibilita trabalhar com uma gama de matérias-
primas, necessita de condi¢des reacionais mais brandas e produz uma quantidade menor
de efluentes (ARUMUGAM; PONNUSAMI, 2017; CHRISTOPHER; HEMANATHAN
KUMAR; ZAMBARE, 2014). Entre as enzimas, as lipases que pertencem a classe das
hidrolases (EC.3.1.1.3 triacilglicerol hidrolases) sdo as mais utilizadas em reacdes de
catidlise devido a sua ampla especificidade e seletividade de substratos
(BINHAYEEDING et al., 2020; ARANA-PENA et al., 2020, 2021; BRAHAM et al.,
2021; LOPEZ-FERNANDEZ; BENAIGES; VALERO, 2020; MORELLON-STERLING
et al., 2021).

As enzimas ajudam a diminuir a quantidade de solvente utilizado e o total de
etapas de uma determinada reacdo, fazendo com que o processo se torne mais sustentavel
e tenha melhor custo-beneficio (ZDARTA et al., 2018). Para realizar suas funcionalidades
fisioldgicas e atuar de maneira 6tima em temperaturas, pHs, entre outras condi¢des, que
estdo fora das limitagdes fisioldgicos ‘“normais”, algumas enzimas passaram por
processos de selecio no decorrer da evolugdo natural (COWAN; FERNANDEZ-
LAFUENTE, 2011). Para ampliar o poder catalitico, aprimorar a estabilidade, dar mais
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resisténcia aos inibidores, entre outros fatores, as enzimas industriais em geral sdo
imobilizadas em um material de suporte, além de diminuir os gastos operacionais devido
a possibilidade de reutilizacdo da enzima (JACOB; SUTHINDHIRAN, 2020).

A lipase de Rhizomucor miehei (RML) apresenta boa estabilidade sob
inimeros fatores e elevada atividade catalitica, esta enzima encontra-se disponivel para
ser comercializada tanto na sua forma livre (solivel) como na forma imobilizada
(RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010a). A RML € uma cadeia polipeptidica
unica de 269 residuos, detém tamanho molecular equivalente a 31,600 Da, € uma enzima
extracelular, e seu ponto isoelétrico é 3,8 (DE OLIVEIRA et al., 2018). Tendo como
finalidade reacdes de esterificacdo a RML apresenta-se de forma apropriada em
consequéncia de seu notdrio poder catalitico e sua estabilidade em meios anidros
(RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010a).

A producdo de biodiesel pode ser feita a partir de diferentes matérias-primas,
principalmente 6leos vegetais, como 6leo de palma, 6leo de soja, 6leo de canola, dleo
residual de fritura e gordura animal (PATCHIMPET et al., 2020; FERRERO; FABA;
EIMER, 2021). Atualmente pesquisas t€ém se concentrado no desenvolvimento de novas
tecnologias para a purificacio e producgdo de biodiesel, visando atingir a neutralidade em
carbono e utilizar matérias-primas abundantes, renovaveis e baratas que ndo sejam
utilizadas no setor alimenticio (FERRERO; FABA; EIMER, 2021; LUQUE; CAMPELO;
CLARK, 2011). Nesse contexto, € necessario investigar matérias-primas alternativas que
tenham potencial para a producdo de biodiesel (NISAR et al., 2017; TIAN et al., 2017).
Dessa forma, os 6leos residuais (residuais de fritura ou que passaram do prazo de
validade), os ndo comestiveis (6leo de frango) e outros 6leos vegetais (6leo da calda de
soja acido), que ndao possuem valor alimenticio, aparecem como uma matéria-prima
promissora, devido ao seu conteido energético que pode ser utilizado na producio de
biodiesel de segunda geracio (DIAS et al., 2013; SANCHEZ FABA et al., 2019).

Na busca de analisar diferentes matérias-primas aplicadas simultaneamente
na producdo de biodiesel, para que a matriz do processo ndo seja limitada a um dnico
insumo, a aplica¢do de um planejamento de mistura é considerada como uma tecnologia
de qualidade para atingir um produto de qualidade (MARCHI et al., 2009; ORIVES et
al., 2014). Em um planejamento de mistura, dois ou mais elementos sdo testados em
diferentes propor¢des e as respostas e caracteristicas dos produtos sdo registrados. Os
resultados dependem apenas da propor¢do dos elementos que compdem as misturas

(ALMANSA et al., 2015; CORNELL; DENG, 1982).
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No processo de desenvolvimento de um novo produto € necessario técnicas
de otimizacao que investiguem as melhores condi¢des de formulacdo e processamento,
além de um baixo custo e alta qualidade (ARTEAGA et al., 1994; CASTRO et al., 2003).
No processo de catdlise enzimdtica para a producdo de ésteres etilicos de acidos graxos,
o planejamento experimental utilizando o método de Taguchi é uma importante
ferramenta a ser empregada para analisar os fatores (varidveis) que influenciam na
conversao com uma quantidade de corridas reduzidas, proporcionando uma economia de
tempo e recursos (CHAVAN; GAIKWAD, 2021; MOREIRA et al., 2020a; MURALI;
FEDIUK, 2020).
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Este trabalho tem como principal objetivo determinar as melhores condi¢des

reacionais para a esterificacdo da mistura de dcidos graxos livres obtidos de diferentes

Oleos residuais utilizando catalisador enzimatico.

2.2 Objetivos Especificos

Executar a caracterizacdo dos 6leos residuais de babagu, castanha-do-Pard e de
frango;

Produzir 4cidos graxos livres dos Oleos residuais estudados através de
saponificacdo seguida de hidrélise dcida;

Realizar a producdo de ésteres etilicos através da mistura dos AGLs dos 6leos
residuais tendo como catalisador a lipase imobilizada Lipozyme RM-IM;
Determinar a melhor mistura de AGLs provindos dos 6leos residuais de castanha-
do-Pard, frango e babagu na producdo de ésteres etilicos através de um
planejamento de misturas;

Estudar a influéncia da temperatura, tempo de reacdo, razao molar (AGLs: dlcool)
e conteddo de biocatalisador na producdo de ésteres etilicos a partir da melhor
combinagdo de AGLs provenientes das matérias-primas estudadas, buscando

determinar as melhores condi¢des reacionais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Combustiveis fosseis

A projecdo de aumento da temperatura média global em mais de 2 °C,
causado pelas mudangas climdticas, causard a extin¢ao de até um milhao de espécies e a
morte de centenas de milhdes de pessoas, tornando assim esse problema ambiental global
um dos mais imediatos (ATABANI et al., 2012). Tais mudancas climaticas possuem
como fator crucial o aumento na emissdo dos gases de efeito estufa, principalmente o
CO,, devido a crescente no consumo de combustiveis fosseis (MARTfNEZ et al., 2013;
VERMA et al., 2021; YUSRI et al., 2018). A diminui¢do global na emissao de CO» é
obrigatdria por meio de leis. A Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU) em 2009 na
ctipula do clima em Copenhagen, determinou uma meta de US$ 100 bilhdes em gastos
com fundos para retardar as mudangas climaticas global (YUSRI et al., 2018), caso
contrdrio é estimado um aumento na emissdo de gases de efeito estufa de combustiveis
fosseis em torno de 39% até 2030 (MOFIJUR et al., 2014).

Além dos problemas ambientais causados pelo aumento no consumo de
combustiveis fosseis (GOH et al., 2020) junto com o seu esgotamento (MOFIJUR et al.,
2014), tais fatos causam a valorizagdo do produto fazendo com que ocorra os constantes
crescimentos no preco dos derivados de petréleo tornando assim um problema, além de
ambiental, financeiro (CARVALHO et al., 2020; MARTINEZ et al., 2013; SINGH et al.,
2021; YAQOORB et al., 2021).

A Figura 1 mostra a média do preco do diesel nos postos de combustivel do
Brasil nos anos de 2013 a 2021. Nota-se que em todos 0s anos houve aumento comparado
ao ano anterior com excec¢do do periodo de 2019 para 2020, sendo o maior aumento em
torno de 27,12% do ano de 2020 para o ano de 2021, totalizando cerca de 85% de
crescimento no preco médio do diesel de 2013 para 2021. Tal aumento no preco do diesel
também ¢é devido ao aumento no preco do biodiesel, pois nos anos analisados o diesel
vendido nos postos trata-se de uma mistura entre o diesel do petréleo e o biodiesel.

Figura 1: Preco médio do diesel nos postos entre os anos de 2013 e 2021 no Brasil
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3.2 Biodiesel

Devido as consequéncias provocadas pelo grande consumo de combustivel
fosseis, pesquisadores ao redor do mundo foram forcados a buscarem fontes alternativas
de energia (THOMAS; BIRNEY; AULD, 2013). Com suas baixas emissOes de gases de
efeito estufa, o biodiesel aparece como uma fonte de energia renovdvel candidato vidvel
e potencial (ATABANI et al., 2013; PALASH et al., 2015) para motores a diesel (ONG
etal., 2013) amplamente aceito devido as suas vantagens técnicas e estratégicas (AMANI
et al., 2013).

O biodiesel é um combustivel que pode ser definido como uma mistura de
ésteres alquilicos de dcidos graxos de cadeia longa, também denominado B100
(HOEKMAN et al., 2012; PALASH et al., 2015). Pode ser adicionado ao 6leo diesel em
pequenas quantidades, denominadas B10 e B20, sendo capaz de ser utilizado em motores
de ignicdo por compressao sem alteragdes em sua estrutura (ATABANI et al., 2013). Em
geral trata-se de uma fonte de energia renovavel, ndo téxico, nao inflamavel, possui ponto
de fulgor superior comparado ao diesel, e ndo dispde de enxofre ou compostos arométicos
em sua composicdo (ONG et al., 2013).

As matérias-primas para obtencdo do biodiesel podem ser divididas em trés
geracdes. A primeira geracao sao 6leos de soja, girassol, palma, colza, coco, cartamo,
amendoim e canola, ou seja, derivados diretamente de culturas alimentares
(CHOZHAVENDHAN et al., 2020; GOH et al., 2020; ONG et al., 2013; SINGH et al.,
2021). Biomassas residuais, como gorduras animais € 6leos provenientes de sementes ndo
comestiveis, sdo matérias-primas de segunda geracdo (ATABANI et al., 2012; GOH et
al., 2020; VERMA et al., 2021). A terceira geracdo € a utilizacao de microalgas, que sao
microrganismos que convertem luz solar, 4gua e CO> em biomassa de algas (ATABANI
et al., 2012), para a producdo de biodiesel (CHOZHAVENDHAN et al., 2020; GOH et
al., 2020; VERMA et al., 2021).
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3.3 Matéria-prima residual

O biodiesel proveniente de matérias-primas de primeira geragdo possui a
desvantagem de tal insumo ser produzido a partir de safras alimenticias, como o 6leo de
soja, o que ocasiona a valorizacdo do produto afetando assim de forma negativa, ndo
somente o prec¢o final do biodiesel, como a industria de produtos alimenticios (AMANI
et al., 2013; PALASH et al., 2015; SINGH et al., 2021; VERMA et al., 2021; YAQOOB
etal.,2021). Tal problema tornaria limitada a contribuicao do biodiesel para a diminui¢cao
no uso de derivados de petréleo e consequentemente a mitigagdo das mudangas climéticas
(ATABANTI et al., 2012; MOFIJUR et al., 2014).

Tratando-se de matérias-primas residuais para a producdo de biodiesel, a
concepgdo de economia circular favorece o reaproveitamento de residuos, maximizando
a aplicacdo desse insumo (GOH et al., 2020), com isso € eliminado a necessidade do
descarte das biomassas residuais, além de diminuir os custos de tal producdo por ndo
interferir na indudstria alimenticia (AMANI et al., 2013; ATABANI et al., 2012; ONG et
al., 2013).

Jena et al. (2010) estudaram a transesterificacdo da mistura dos dleos de
Mahua e Simarouba, ambos com alto teor de AGLs, utilizando metanol e KOH como
catalisador a uma temperatura de reacdo de 60 °C e obtiveram conversdao de 90% em
ésteres metilicos.

Silva, Peixoto e Freire (2018) analisaram a mistura de AGLs, composto pelos
acidos linoléico, ldurico, oleico, estedrico e palmitico, na presenca de metanol e
nanotubos de halloysite funcionalizados com HSO3 como catalisador a uma temperatura
de reacdo de 120 °C, e alcancaram conversao em biodiesel de 100% em 3 horas de reacao.

A castanha-do-Pard (Bertholletia excelsa) trata-se de uma fruta oleaginosa
nativa das florestas da bacia da Amazonia. Conforme determinado por Sampaio Neto,
Batista e Meirelles (2018), o 6leo dessa fruta possui a seguinte composicao de AGLs
conforme presente na Tabela 1.

Tabela 1: Composi¢ao de 4cidos graxos do 6leo de castanha-do-Pard

Acidos Graxos Livres Composicao (%)
Acido palmitico (C16:0) 14,70
Acido palmitoléico (C16:1) 0,37
Acido estedrico (C18:0) 12,55
Acido oleico (C18:1n9c) 31,88
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Acido linoléico (C18:2n6c) 39,96
Acido araquidico (C20:0) 0,27
Outros acidos 0,27

Fonte: Adaptado de Sampaio Neto, Batista e Meirelles (2018)

Moura Junior et al (2019) estudaram a esterificacdo dos AGLs provenientes
do ¢leo residual de castanha-do-Pard em uma temperatura de reacio de 48 °C, rotacdo
orbital de 200 rpm, razdo molar 1:18 (AGLs: etanol), conteiido de biocatalisador
equivalente a 14% da massa de AGLs, se tratando de uma combinagdo de lipases
imobilizadas referente a 67% de Novozym® 435 e 33% de Lipozyme® RM-IM,
obtiveram uma conversdo em ésteres etilicos de 90,08%, sendo que quando utilizada
separadamente a Lipozyme® RM-IM foi obtido conversiao em ésteres de 88,14%.

O babagu (Orbignya sp.) trata-se de um fruto que pode ser encontrado no
Cerrado brasileiro e na parte oeste da América do Sul (MELO et al., 2019). A composi¢do
de AGLs do 6leo residual de babagu foi determinado por Moreira et al. (2020), e pode ser
observada na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢do de 4cidos graxos do 6leo residual de babagu

Acidos Graxos Livres Composicao (%)
Acido caprilico (C8:0) 9,64
Acido capricho (C10:0) 6,85

Acido 14urico (C12:0) 41,55
Acido miristico (C14:0) 14,01
Acido palmitico (C16:0) 6,96
Acido estedrico (C18:0) 2,66
Acido oleico (C18:1n9c¢) 11,04

Acido linoleico (C18:2n6¢) 1,76
Outros acidos 5,53

Fonte: Adaptado de Moreira et al. (2020)

Moreira et al. (2020) analisaram a esterificacdo dos AGLs provenientes do
6leo residual do babagu em uma temperatura de reacdo de 48 °C, rotag@o orbital de 200
rpm, razdo molar 1:18 (AGLs: etanol), contetido de biocatalisador equivalente a 14% da
massa de AGLs, utilizando a lipase imobilizada Novozym® 435 como catalisador e
obtiveram uma conversao em biodiesel de 96,84%, além de reutilizarem a lipase por 10
ciclos consecutivos na qual houve uma reducdo de aproximadamente 5,84% na

conversao.
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Rocha et al. (2021) investigaram a esterificagdo dos AGLs obtidos do dleo
residual de frango utilizando uma combinacdo de lipases imobilizadas, 67% de
Novozym® 435 e 33% de Lipozyme® RM-IM, e nas condicdes reacionais de razao molar
1:5 (AGLs: etanol), 30 °C, contetido de biocatalisador equivalente a 15% da massa de
AGLs, tempo de reagdo de 3 horas, alcangaram conversdao em ésteres de 89,95%. A
Tabela 3 apresenta a composicdo de AGLs do 6leo residual de frango.

Tabela 3: Composi¢ao de dcidos graxos do 6leo residual de frango

Acidos Graxos Livres Composicao (%)
Acido palmitico (C16:0) 38,09
Acido palmitoléico (C16:1) 5,39
Acido estedrico (C18:0) 11,07
Acido oleico (C18:1n9¢) 24,41
Acido linoléico (C18:2n6¢) 21,04

Fonte: Adaptado de Rocha et al. (2021)

3.4 Rotas para obtencao do biodiesel
Os ésteres alquilicos, que caracterizam o biodiesel, podem ser obtidos através
da reacao de transesterificacao de 6leos vegetais e gorduras animais com alcoois de cadeia
curta, geralmente metanol ou etanol, na presenca de catalisador, tendo como subproduto
o glicerol (CHOZHAVENDHAN et al., 2020; GUO; SUN; LIU, 2020; MOREIRA et al.,
2020c), como mostra a Figura 2, segundo a resolucdo da ANP 51/2015 ANP (Agéncia
Nacional do Petroleo) para ser considerado biodiesel a conversao em ésteres deve ser de
no minimo 96,50%. A transesterificacio é a rota para producdo de biodiesel mais
comumente utilizada geralmente catalisada por uma base o que impossibilita a utilizacao
de dleos residuais, pois o teor de AGLs no 6leo deve ser inferior a 1% para evitar que
ocorra uma saponificacio (AMINI et al., 2017; GUPTA; AGARWAL; DALAI, 2020;

ONG et al., 2013; TANG et al., 2020).

Figura 2: Reacdo de transesterificacao
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A reacdo de esterificacdo de AGLs com élcoois de cadeia curta sob a
influéncia de um catalisador também € uma rota para obtencao de ésteres alquilicos, que
tem como subproduto a dgua (AGUIEIRAS et al., 2017; CASTILLO LOPEZ et al., 2015;
MATHEW et al., 2021; ZHAO et al., 2015), como mostra a Figura 3. Além de consumir
menos energia comparada a transesterificagdo, por tratar-se de um processo mais rapido,
a esterificacdo ndo se limita pelo teor de AGLs presente na amostra (CAVALCANTE et
al., 2021).

Figura 3: Reacdo de esterificacao
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Fonte: Autor
Outra rota utilizada para produgdo de biodiesel € a hidroesterificacdo. Pode
ocorrer de duas formas tanto em duas etapas, reacdo de hidrdlise seguida da reacdo de
esterificacdo, como em uma Unica etapa, na qual a esterificagdo ocorre de forma imediata
apos a reacdo de hidrélise (COSTA et al., 2020). A Figura 4 detalha como ocorre a reagao

de hidroesterificacao.

Figura 4: Reacgao de hidroesterificacio
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Para a utilizacdo de 6leos residuais na produgdo de biodiesel, na qual possuem
alto teor de AGLs, a aplicacdo de catalisadores basicos torna-se invidvel devido a reacao
de saponifica¢do que ocorrerd em paralelo retardando a reagcdo para obtencdo de ésteres
alquilicos. Para a utilizacio de catalisadores acidos se faz necessario altas temperaturas,
longo tempo de reagdo, além de causar problemas de corrosio em equipamentos
(AGUIEIRAS et al., 2014). As lipases aparecem como solug¢do em frente aos problemas

relacionados aos catalisadores quimicos.

3.5 Catalise enzimatica

Enzimas capazes de catalisar reacOes de sintese de ésteres, sdo classificadas
como lipases. As lipases, diferem em suas propriedades quimicas e fisicas conforme sua
origem, e podem ser caracterizadas como restritas, quando se limitam a um substrato em
particular, ou nio restritas, quando podem atuar em diferentes substratos (GUMBYTE;
MAKAREVICIENE; SENDZIKIENE, 2011). Em geral as lipases exigem condicdes
mais leves de reagdo como baixa temperatura, sdo facilmente separadas do produto, e
podem ser utilizadas em 6leos e gorduras residuais e em reacoes de esterificacdo de AGLs
(SINGH et al., 2021). Sao encontradas de forma livre ou imobilizadas, sendo a lipase

livre cerca de 16 vezes mais baratas que as imobilizadas (GUO; SUN; LIU, 2020).
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Apesar dos altos custos frentes as lipases livres, as imobilizadas possuem
vantagens como suportar condi¢des reacionais mais intensas, por exemplo temperaturas
mais elevadas, forcas de cisalhamento e tolerar solventes organicos, que somadas a facil
recuperacdo do catalisador propicia a utilizagdo dessa enzima em varios ciclos
consecutivos (AMINI et al.,, 2017; CASTILLO LOPEZ et al., 2015;
CHOZHAVENDHAN et al., 2020). Pesquisas buscam suportes para imobilizacao
enzimdtica com melhor custo-beneficio, tendo como objetivo baratear a producdo desses
catalisadores (DUTRA et al., 2022).

Na reacdo de transesterificacao a atividade catalitica das lipases imobilizadas
podem ser limitadas, pois € possivel que o subproduto dessa reacgao, o glicerol, forme um
tipo de capa na enzima cobrindo seu sitio ativo e assim reduzindo sua capacidade
catalitica (CAVALCANTE et al., 2021).

A esterificacdo de AGLs obtidos de 6leos residuais, na presenca de etanol,
tendo como catalisador lipases imobilizadas aparece como uma 6tima rota para producdo
de biodiesel, pois a reutilizacdo da lipase somado ao baixo custo dos 6leos residuais
compensa o alto custo dessas enzimas possibilitando varios beneficios, um biodiesel mais
limpo, descarte correto de residuos, baratear o preco final do produto, entre outros. A
Figura 5 indica as desvantagens das rotas mais convencionais para produgdo de biodiesel
e a vantagem da utilizacdo de lipases imobilizadas para esterificacio de AGLs
provenientes de 6leos residuais.

Figura 5: Rotas convencionais para producao de biodiesel utilizando 6leos residuais
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3.6 Lipase de Rhizomucor miehei

A lipase de Rhizomucor miehei trata-se de uma enzima extracelular que
possui tamanho molecular de 31.600 Da (Dalton, unidade de massa atomica),
caracterizada pela primeira por Seika (1973). Apds primeiras aplicacdes na modificagdao
de alimentos, ela seguiu para ser bastante utilizada na quimica organica, reacdes de
hidrdlise, reacdo de lactonizagdo, sintese de isoniazida, entre outras aplicabilidade, com
destaque para seu uso na sintese de ésteres alquilicos que caracterizam biodiesel
(RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010a). A estrutura da lipase de
Rhizomucor miehei possui uma conformag¢ao em o/B hidrolase composta por uma
sequéncia de o hélices e folhas § pregueadas (BRADY et al., 1990). O seu sitio catalitico
¢ formado por uma triade catalitica composto pelos residuos de aminoacidos serinal44,
aspartato203 e histidina257 (Figura 6). A tampa hidrofébica da RML ¢é formada a partir
dos residuos de aminodcidos serina82 até prolina96 (Figura 6) (BRADY et al., 1990;
BRZOZOWSKI et al., 1991; RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010b). A
forma estrutural da lipase de Rhizomucor miehei pode ser visualizada na Figura 6.
Figura 6: Representacio cristalografica da lipase de Rhizomucor miehei: Conformacao

Fechada (c6digo PDB: 3TGL); Conformagao Aberta (cédigo PDB: 4TGL) com

residuos do sitio catalitico SER144 (vermelho), ASP203 (verde), HIS257 (amarelo). As
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estruturas foram selecionadas do Protein Data Bank (PDB) usando pymol versao

educacional.

RML FORMA FECHADA RML FORMA ABERTA

Fonte: Autor

Pode ser encontrada comercialmente tanto na forma livre como imobilizada
na Novozymes com os nomes Palatase 2000 L e Lipozyme RM IM, respectivamente,
sendo a Lipozyme RM IM imobilizada em suporte Duolite ES 562, que se refere a uma
resina de troca anidnica fraca firmada em copolimeros de fenol-formaldeido

(RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010a).

3.7 Planejamento de misturas

O uso de diferentes matérias-primas proporciona a nao dependéncia do
processo a um dnico insumo, tal fato quando pensado em grande escala traz um grande
diferencial. Tratando-se das reacdes de obtencdo do biodiesel, pode ser estudado a
utilizacdo de mistura de 6leos ou AGLs, de catalisador e/ou dlcoois.

Um planejamento de mistura de 3 fatores proporciona a andlise da
combinagdo de diferentes elementos através de uma superficie de resposta triangular,
podendo assim identificar qual combinag¢do obteve melhor resultado (MOURA JUNIOR
et al., 2019; ROCHA et al., 2021).

3.8 Planejamento Taguchi

De acordo com MOREIRA et al. (2022), consistindo em processos
enzimaticos a utilizacdo do método Taguchi para determinar as melhores condi¢des
reacionais em um nimero reduzido de experimentos € importante pois dessa forma ocorre

a economia de tempo e recursos.
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O método Taguchi trata-se de um delineamento experimental avangado que
possibilita estudar a covariancia das varidveis, que na reacdo de biodiesel podem ser
temperatura e/ou tempo de reagdo, razdo molar, contetido de catalisador, rotagcdo orbital
para o caso da reagdo ocorrer em equipamentos com agitacdo orbital, frequéncia para o
caso da reagdo ocorrer em um banho ultrassom, entre outros fatores. (ADEWALE;
VITHANAGE; CHRISTOPHER, 2017; DA S. MOREIRA et al., 2022; KARABAS,
2013; KARMAKAR; DHAWANE; HALDER, 2018).

A metodologia propicia perceber variacdes resultantes de fatores de dificil
controle, controlaveis e incontrolaveis (DA S. MOREIRA et al., 2022; MOREIRA et al.,
2020b; ROCHA et al., 2021). A relacdo sinal-ruido (S/R), presente na metodologia,
apresenta a intensidade dos fatores de controle e fatore de ruido, o que diverge das
metodologias tradicionais que ndo diferenciam estes fatores (KARMAKAR;

DHAWANE; HALDER, 2018; ROCHA et al., 2021).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Materiais

O dleo residual da castanha-do-Pard e o dleo residual de babagu foram obtidos
em um mercado local, o 6leo residual de frango foi obtido em um estabelecimento de
venda de frango assado local. A lipase imobilizada de Rhizomucor miehei (RML),
Lipozyme® RM-IM, foi adquirida pela Novozymes A/S (Espanha). Alcool etilico (P.A
99,96%) e os outros reagentes usados foram obtidos da Vetec (Sao Paulo, Brasil), Synth
(Sao Paulo, Brasil) e Dinamica (Sdo Paulo, Brasil). Os softwares STATISTICA® da
StatSoft® versao 10.0 foi utilizado para elaboracdo dos planejamentos experimentais € o

Excel 2016 da Microsoft® para a criacdo e manuseio de tabelas e graficos.

4.2 Caracterizacao fisico-quimica dos dleos residuais
4.2.1 Indice de Acidez

O indice de acidez, porcentagem em massa de dcidos graxos livres em relagcao
a um dcido graxo especifico, trata-se de uma caracteristica do 6leo que determina a
qualidade da matéria-prima, quanto mais refinado o 6leo menor o seu indice de acidez.

Buscando determinar o indice de acidez dos dleos residuais seguiu-se a
metodologia indicada por Lutz (2008). Inicialmente pesou-se dois gramas do dleo
residual de frango em um erlenmeyer de 125mL. Em seguida foi preparado uma solucdo
de éter-alcool (2:1) com éter etilico e dlcool etilico, que foi neutralizada com uma solucdo
de hidréxido de s6dio (NaOH), de fator de correcdo de 1,0098. Adicionou-se 25mL dessa
solugdo éter-alcool e trés gotas de um agente indicador, solucdo alcodlica fenolftaleina
1%, ao erlenmeyer contendo a amostra do 6leo e fez-se a titulacdo sendo a solugdo de
NaOH o agente titulante.

Para calcular o indice de acidez da amostra foi utilizado a Equacdo 1, o
procedimento descrito também foi adotado para os Oleos residuais de babagu e de

castanha-do-Para.

_vxfx561 (1)

1A
P

Sendo v o volume de NaOH utilizado para neutralizar a amostra em mililitros,
f o fator de correcdo da solu¢do de NaOH, p a massa da amostra de 6leo em gramas, e [A

o indice de acidez em mgKOH/g.
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4.2.2 Viscosidade Cinematica

Utilizando a norma ASTM D445-14a determinou-se a viscosidade cinemética
a 40 °C dos 6leos residuais. Operando um viscosimetro modelo Visco Bath da Petrotest
a temperatura de 40 °C, com capilar Cannon Fenske de S200 e constante igual a 0,1320
para o dleo, realizou-se o ensaio. Foi mantido o viscosimetro durante 15 minutos em um
banho termostatico, a 40 °C, até que ele alcangasse o equilibrio térmico, apds esse periodo
com a ajuda de uma péra o 6leo foi transportado para 0 menisco superior e apds a remocao
da péra foi cronometrado o tempo que a amostra levou para atingir o menisco inferior.
Para calcular a viscosidade cinematica foi utilizado a Equacao 2.

v=Fk=xt (2)

Sendo t o tempo que a amostra levou para sair do menisco superior e chegar

ao menisco inferior, k a constante do tubo capilar, e v a viscosidade cinemdtica em mm?/s.
4.2.3 Densidade

Seguiu-se a norma ABNT NBR 14065 para determinacdo da densidade dos
6leos a 25 °C e 40 °C, operando um densimetro digital modelo DMA 4500 da Anton Paar.
Tal parametro estd ligado ao tamanho da cadeia carbdnica do alquiléter e com o nimero
de insatura¢des na molécula.

4.3 Obtencao de acidos graxos livres dos dleos residuais

Em uma reacdo de saponificacdo seguida de hidrdlise 4cida utilizando um
sistema com banho ultrassom descrito na metodologia de Lima e Fernandes (2014) com
modificagdes, foram obtidos dcidos graxos livres dos dleos residuais em estudo.

Inicialmente foi adicionado 50,21 g do 6leo residual de castanha-do-Pard em
um baldo de fundo redondo o qual foi imerso no banho ultrassom estando a uma
frequéncia de 25 kHz. Apds o 6leo atingir a temperatura de 50 °C foi acrescentado uma
mistura alcoodlica de Hidroxido de Potassio (KOH), composta por 10,11 g de KOH e 100
mL de dlcool etilico.

Ap6s 45 minutos em constante acao do banho ultrassdnico na mistura do éleo
com a solucdo alcodlica de Hidréxido de Potéssio, o produto da etapa de saponificagdo
foi diluido em uma solugdo de Acido Cloridrico (HCI), composto por 20 mL de HCl e 67
mL de dgua, na qual essa dilui¢do ocorreu até que a solugdo alcancasse pH proximo a 2,0,
o qual foi avaliado utilizando papel universal indicador de pH (MANO; SEABRA, 1987).

Em seguida, a solucdo foi colocada em um funil de decantagdao de 500 mL,

na qual apés a separagdo em duas fases (fase aquosa e AGLs) a fase inferior
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correspondente a fase aquosa foi removida. Os AGLs foram lavados diversas vezes com
dgua destilada a temperatura de 40 °C até que atingisse um pH equivalente a 6. Por fim,
os dcidos graxos foram transferidos para um béquer de 100 mL e aquecidos a uma
temperatura de 80 °C por 10 minutos para remog¢do da umidade.

Tal procedimento também foi adotado para obtencdo de dcidos graxos dos
6leos residuais de babacu e de frango. A determinac¢do do indice de acidez seguiu a
metodologia adotada por Lutz (2008).
4.4 Producao de ésteres etilicos de acidos graxos

As reagdes de esterificagdo foram realizadas em erlenmeyers de 10mL com
tampa comportando o catalisador e o substrato, formado pelos acidos graxos livres e o
etanol, e colocadas em uma Incubadora TE — 4200 onde foram programados o tempo, a
rotacdo orbital e a temperatura de acordo com o planejamento estatistico a ser realizado.

Ap6s término do tempo de reagdo especificado no planejamento as
conversoes foram obtidas através de andlise do indice de acidez. Retirou-se 0,3 g da
amostra (ésteres etilicos produzidos), foi adicionado 7,5 mL de dlcool etilico, 3 gotas de
fenolftaleina, e por fim titulada com a solucdo de hidréxido de sédio (NaOH 0,1M)
(AGUIEIRAS et al., 2017). O indice de acidez da amostra foi calculado seguindo a
Equacdo 3 (CAVALCANTI et al., 2018).

v*M=xfx56,11 (3)

IA(mgKOH/g) = -

A Equacdo 3 apresenta o calculo para se obter o indice de acidez de uma
amostra, onde /A € o indice de acidez da amostra, V € o volume titulado, M a molaridade
da solu¢do de NaOH, f o fator de correc¢do da solu¢do de NaOH, e m a massa da amostra.

Conversao(%) = 145 — 144 * )
[A,

A Equacao 4 apresenta o cédlculo para se obter a conversdo em ésteres etilicos
de uma amostra, onde IAg € o indice de acidez da amostra sem o catalisador, e IAx é o
indice de acidez da amostra, com a presenca do catalisador, na qual quer se obter a
conversdo em ésteres etilicos.
4.5 Planejamento de misturas para determinar melhor combinacao de AGLs

Para determinar a melhor combinacdo de &cidos graxos livres um
planejamento experimental para misturas com superficie de resposta triangular de trés

fatores foi realizado no software STATISTICA® 10.0, este software também foi usado

para analisar os rendimentos das reagcdes e obter uma superficie de resposta triangular. Os
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parametros utilizados nas reagOes foram temperatura de 40 °C, razdo molar 1:1 (dcidos
graxos livres: dlcool), contetido de biocatalisador equivalente a 1% da massa de acidos
graxos livres, tempo de 2 horas, e rotacao orbital igual a 200 rpm. A Tabela 4 apresenta
as combinagdes de AGLs utilizadas em cada reagdo.

Tabela 4: Reacdes do planejamento triangular de misturas para estudo das combinagdes

de AGLs provenientes dos dleos residuais de babagu, castanha-do-Par4 e frango

Reacdo AGLs Frango AGLs Babacu AGLs Castanha-
do-Para
1 1,00 0,00 0,00
2 0,00 1,00 0,00
3 0,00 0,00 1,00
4 0,33 0,67 0,00
5 0,33 0,00 0,67
6 0,00 0,33 0,67
7 0,67 0,33 0,00
8 0,67 0,00 0,33
9 0,00 0,67 0,33
10 0,33 0,33 0,33

Fonte: Autor

4.6 Método Taguchi: planejamento experimental e analise estatistica

Ap6s determinar a melhor combinagdo de acidos graxos, um planejamento
experimental avangado pelo método Taguchi com matriz ortogonal padrao L9 (simboliza
o quadrado latino e o nimero de experimentos, respectivamente) foi adotado para avaliar
quatro fatores em trés niveis a fim de verificar as melhores condi¢des reacionais para a
producdo de éster etilico de dcido graxo. Os parametros analisados foram temperatura,
razdo molar (AGLs: dlcool), conteddo de biocatalisador e tempo, a faixa de variacdo de
cada um deles foi determinado por estudos previamente feitos, a Tabela 5, gerada pelo
software Statistica® 10.0, mostra esses fatores e seus respectivos niveis. A rotagdo orbital
utilizada em todas as reacdes foi de 200 rpm, resultado determinado por estudos
anteriormente realizados (MOREIRA et al., 2020c; MOURA JUNIOR et al., 2019;
ROCHA et al., 2021). A Tabela 6 apresenta o nimero total de experimentos com suas
respectivas condi¢des reacionais.

Tabela 5: Niveis e fatores utilizados no planejamento
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Temperatura Raziao Molar (AGLs: Conteudo de Tempo
(0] Alcool) Biocatalisador (% ™) (h)
| Nivel 1 40 1:1 1 2
Nivel 2 45 1:5 2 4
Nivel 3 50 1:9 3 6

Fonte: Autor

* % em gramas da quantidade de dcidos graxos livres utilizado na reagc@o

Tabela 6: Reac¢des do planejamento Taguchi com suas respectivas condi¢des reacionais

Razao Molar Conteudo de

Temperatura Tempo
Reacio (AGLs: Biocatalisador
(°0O) . (h)
Alcool) (%%*)
| |
1 40 1:1 1% 2
2 40 1:5 2% 4
3 40 1:9 3% 6
4 45 1:1 2% 6
5 45 1:5 3% 2
6 45 1:9 1% 4
7 50 1:1 3% 4
8 50 1:5 1% 6
9 50 1:9 2% 2

Fonte: Autor

* % em gramas da quantidade de dcidos graxos livres utilizado na reag¢do

Utilizando o software Statistica® 10.0 realizou-se um estudo estatistico e
delineamento experimental. A Tabela 6 apresenta o planejamento experimental junto das
conversdes obtidas e as relagdes S/R (sinal/ruido) calculadas utilizando os atributos da
funcdo “maior ¢ melhor”, este estudo ¢ feito para potencializar a resposta (conversiao). A

Equacdo 5 apresenta o cdlculo para se obter o valor da razdo S/R de cada experimento.
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- )
S/R =—10log (1/nz 1/yi2)
i=1

Na qual n representa a quantidade de experimentos para a combinacdo de
niveis de fatores para quaisquer combinacdes de planejamento, i representa o total de
repeticoes, e yi simboliza as varidveis de resposta, conversio. Para determinar a razdo S/R
esperada para as condi¢cdes ideias a fim de alcangar a maxima conversdo prevista,

utilizou-se a Equacdo 6 (CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013).

N _ (©6)
S/Rpredicted =S/R+ Z(S/Rj - S/R)
j=1

J
Em que n € a quantidade de fatores o processo de maneira significativa, S/R;

é a razdo S/R no ponto 6timo para cada fator, e S/R é a média aritmética de todas as

relacdes S/R.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracterizacao fisico-quimica dos dleos residuais
5.1.1 Indice de acidez
Os resultados das andlises dos indices de acidez dos 6leos residuais antes e
depois da produgdo de AGLs sao apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Indice de acidez dos Sleos residuais antes e depois da producdo de AGLs

.o . Indice de acidez apds
Indice de acidez inicial

Oleo residual producdo de AGLs
(mgKOH/g)
(mgKOH/g)
Babacu 4,97 178,50
Castanha-do-Para 15,67 181,57
Frango 21,45 184,24

Fonte: Autor

O resultado do indice de acidez dos Oleos residuais condiz com o esperado
para essas matérias-primas por se tratar de recursos residuais, apresentando baixa
qualidade. Tal fato foi notado por diversos autores na literatura, por exemplo Moreira et
al. (2020) que estudaram o 6leo residual de babacu e constataram indice de acidez igual
a 4,85 mgKOH/g, Moura Junior et al. (2019) obtiveram para o 6leo residual de castanha-
do-Pard indice de acidez equivalente a 18,80 mgKOH/g, e Hochscheidt et al. (2020) ao
trabalharem com a gordura residual de frango alcancaram indice de acidez de 8,62
mgKOH/g.

A metodologia adotada para producdo de AGLs foi eficaz para as trés
amostras, tal sucesso foi comprovado devido ao aumento no indice de acidez apontado
apo6s a reagdo de saponificacao seguida de hidrolise 4dcida. Por se tratar de uma reacdo de
esterificacdo por catélise enzimdtica o alto indice de acidez ndo traz impactos negativos
a esse procedimento, o contrdrio de uma reacdo utilizando catalisador alcalino que
acarretaria a formacdo de sais de AGLs que ocasionam emulsdo no processo de lavagem
do biodiesel, devido ao meio basico (SANTOS, 2016).

5.1.2 Viscosidade cinemdtica

Ao analisar a viscosidade cinemadtica dos Oleos residuais a 40 °C foram

obtidos os resultados apresentados na Tabela 8.

Tabela 8: Viscosidade cinematica dos 6leos residuais a 40 °C

, _ Viscosidade cinematica Viscosidade cinemadtica na
Oleo residual '
(mm?/s) literatura (mm?/s)
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Babacu 6,70 3,96 (MOREIRA et al., 2020c)
Castanha-do-Para 31,86 41,51 (SANTOS et al., 2013)
Frango 37,85 36,91 (ROCHA et al., 2021)

Fonte: Autor

Observa-se que o 6leo residual com menor viscosidade foi de babagu e o mais
viscoso foi o dleo residual de frango. Os resultados obtidos se mostram préximos aos
encontrados na literatura, sendo a viscosidade cinematica do Oleo residual de castanha-
do-Pard o resultado mais distinto. Tal parametro esta relacionado a saturacao dos AGLs
presentes no 6leo e o tamanho da cadeia carbOnica, quanto maior o tamanho da cadeia
carbdnica e do ndmero de insaturagdes existentes no 6leo maior a viscosidade (SANTOS,
2016).

5.1.3 Densidade

As densidades dos 6leos residuais a 25 °C e 40 °C, determinadas nas analises,
encontram-se na Tabela 9 junto com dados obtidos na literatura para a densidade a 25 °C
referente aos 6leos estudados.

Tabela 9: Densidade dos 6leos residuais a 25 °C e 40 °C

3 Densidade a Densidade a 25 °C na Densidade a
Oleo residual
25 °C (g/cm3) literatura (g/cm3) 40 °C (g/cm?3)
0,92 (BAUER et al., 2020;
Babacu 0,88 0,87
MOREIRA et al., 2020c)
Castanha-do-Para 0,91 0,96 (SANTOS et al., 2013) 0,90
Frango 0,92 0,92 (ROCHA et al., 2021) 0,91

Fonte: Autor
Observou-se que a amostra que apresentou menor densidade foi o dleo
residual de babacu. Comparando com os dados presentes na literatura, os 6leos residuais
de babacu e castanha-do-Pard apresentaram densidade menor que os determinados por
Bauer et al. (2020) e Moreira et al. (2020) para o 6leo residual de babacu e Santos et al.
(2013) para o 6leo de castanha-do-Pard, e o dleo residual de frango obteve o mesmo
resultado apresentado por Rocha et al. (2021), como pode ser visto na Tabela 9. Além de
sofrer impacto com a alteracdo da temperatura, tal parametro também indica o grau de
insaturagcdo do 6leo e é inversamente proporcional ao peso médio das moléculas dos
acidos graxos presentes no 6leo (SANTOS, 2016).
5.2 Planejamento de misturas para determinar melhor combinacido de AGLs
Observando a Tabela 10, constata-se que a melhor combinag¢do de AGLs € a

presente na reagdo 6, formada por 33% de AGLs do 6leo residual de babacu e 67% de
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AGLs do 6leo residual de castanha-do-Para, onde obteve 71,04 + 3,56% de conversiao em
ésteres etilicos. A outra combinacdo destes AGLs, presente na reacdo 9, apresentou
conversao de 69,14 + 3,46%, os outros resultados que obtiveram melhores conversdes
foram os das reagdes 2 (58,93 + 2,95%) e 3 (67,36 + 3,37%), compostos por 100% de
AGLs Babacu e 100% AGLs Castanha-do-Para, respectivamente. O que implica afirmar
que os AGLs dos 6leos residuais de babacu e castanha-do-Pard obtiveram os melhores
resultados para producgdo de ésteres etilicos nas codi¢des reacionais de temperatura a 40
°C, razdo molar 1:1 (AGLs: dlcool), conteido de biocatalisador equivalente a 1% da
massa de AGLs, 2 horas de duragdo, e rotagdo orbital igual a 200 rpm.

Tabela 10: Resultados do planejamento triangular de misturas

Reacdo AGLs Frango AGLs Babacu AGLs Castanha- Conversao (%)
do-Para
1 1,00 0,00 0,00 13,01 + 0,66
2 0,00 1,00 0,00 58,93 +£2.95
3 0,00 0,00 1,00 67,36 + 3,37
4 0,33 0,67 0,00 44,46 +£2,23
5 0,33 0,00 0,67 42,14 £2,11
6 0,00 0,33 0,67 71,04 + 3,56
7 0,67 0,33 0,00 25,87 £ 1,30
8 0,67 0,00 0,33 20,75 £ 1,04
9 0,00 0,67 0,33 69,14 + 3,46
10 0,33 0,33 0,33 42,60 +2,13

Fonte: Autor

A Figura 7 apresenta uma superficie de contorno triangular formada pelos
resultados das conversdes obtidas, onde comprova a afirma¢do apresentada
anteriormente, referente aos bons resultados obtidos pelos AGLs dos 6leos residuais de
babacu e castanha-do-Pard, e complementa mostrando que os AGLs do 6leo residual de
Frango ndo atingiu resultados satisfatorios.

Figura 7: Superficie de cotorno do planejamento triangular feito na temperatura de 40
°C, tempo de 2 horas, rotac@o orbital de 200 rpm, contetido de biocatalisador igual a 1%

da massa de AGLs e razao molar 1:1 (AGLs: dlcool)
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AGLs Castanha-do-Para
0,00,1,00

Bl > 60
Bl <58
B <48
[ 1<38
[]<28
B <18
B <8

1,00 = : 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00

AGLs Frango AGLs Babacu

Fonte: Autor

Em seus estudos Rocha et al. (2021) obtiveram 14,60% de conversdao em
ésteres etilicos dos AGLs provenientes do dleo residual de frango utlizando a lipase
imbolizada Novozyme® RML-IM na temperatura de 30 °C, tempo de reacdo de 1 hora,
rotagdo orbital de 150 rpm, razdo molar 1:1 (AGLs: alcool), e contetido de biocatalisador
equivalente a 10% da massa de AGLs, tal resultado se mostra bastante semelhante ao
obtido nesse trabalho, conversdao de 13,01 + 0,66% utilizando apenas AGLs do dleo
residual de frango, comprovando a baixa afinidade da lipase de Rhizomucor miehei com
essa matéria-prima (ROCHA et al., 2021).

Utilizando a lipase Lipozyme® RM-IM como catalisador na esterificagdo dos
AGLs do 6leo de Castanha-do-Pard, Moura Junior et al. (2019) alcancaram 88,14% de
conversao na temperatura de 48 °C, razdo molar 1:18 (AGLs: dlcool), durante 4 horas de
reacdo, rotacao orbital de 200 rpm, e contetido de biocatalisador equivalente a 14% da
massa de AGLs, o que confirma a compatibilidade dessa lipase com os AGLs do 6leo de
castanha-do-Para (MOURA JUNIOR et al., 2019).

Moreira et al. (2020a) conseguiram 81,70% de conversdo em ésteres etilicos
utilizando AGLs do 6leo residual de babacu e a lipase de Rhizomucor miehei imobilizada
em nanoparticulas magnéticas nas condi¢des reacionais de razdo molar 1:1 (AGLs:
alcool), 6 horas de reacdo, 40 °C, e contetddo de biocatalisador equivalente a 5% da massa
de AGLs, o que comprova a atratividade da lipase quando utilizada em conjunto com essa

matéria-prima (MOREIRA et al., 2020b).
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A mistura dos AGLs dos 6leos residuais de babagu e castanha-do-Para por
propiciarem boas conversdes independente da mistura, possibilita a independéncia de ser
utilizado apenas uma combinacao de proporg¢do, por exemplo, caso uma delas se valorize
bastante economicamente a ponto de inviabilizar sua utilizagdo na propor¢cao que possui
melhor conversdo, a troca dessa propor¢do, para evitar o aumento nos custos, pode ser
uma solugdo frente este problema.

5.3 Método Taguchi: planejamento experimental e analise estatistica

A combinagdo de AGLs utilizado no planejamento Taguchi foi de 33% de
AGLs do dleo residual de babacu e 67% de AGLs do 6leo residual de castanha-do-Para
com base nos resultados obtidos no planejamento de misturas.

Analisando os resultados presentes na Tabela 11 verifica-se que o melhor
resultado foi obtido utilizando as condicdes reacionais presentes na reacao 7, 50 °C, 2 h,
3% de contetido de biocatalisador, razdo molar 1:1 (AGLs: élcool), na qual obteve
conversdo em ésteres etilicos equivalente a 78,93 + 3,95% e razao sinal-ruido de 37,95,
quanto maior esse indicador maior a conversao. Comparando com o resultado obtido por
Silva, Peixoto e Freire (2018), que obteve conversao de 100% da mistura de AGLs
(composto pelos dcidos linoléico, ldurico, oleico, estedrico e palmitico) em ésteres
metilicos sob as condi¢Oes reacionais de 3 horas de reacdo e temperatura equivalente a
120 °C, € possivel observar que apesar da conversao em ésteres etilicos do presente estudo
apresentar um valor de conversdo inferior, o resultado obtido ocorreu em condicdes
reacionais mais brandas, e proporcionou a utilizacio de recursos residuais.

Tabela 11: Resultados do planejamento Taguchi

Reacio Tempfratu Razao Molar Bcisgfagtiis(;gsr Tempo Conversao S/R
ra (°C) (AGLs: alcool) (%) (h) (%)
1 | 40 1:1 1% 2 71,04 +£3,56 37,03
2 40 1:5 2% 4 52,79 £2,64 34,45
3 40 1:9 3% 6 30,45 1,53 29,67
4 45 1:1 2% 6 75,03 £3,76 37,50
5 45 1:5 3% 2 66,78 £ 3,34 36,49
6 45 1:9 1% 4 5,89 +0,30 15,40
7 50 1:1 3% 4 78,93 £3,95 37,95



37

50 1:5 1% 6 23,17+ 1,16 27,30
50 1:9 2% 2 7,70+£0,39 17,73

Fonte: Autor

* % em gramas da quantidade de AGLs utilizado na reacdo

Buscando determinar os melhores niveis referente as varidveis de reacao a
fun¢do “maior ¢ melhor” foi utilizada. A Tabela 12 apresenta os valores da razdo sinal-
ruido para os niveis de cada fator. Como pode ser visto na Tabela 12 e constatado na
Figura 8, os niveis que apresentaram maior razdo sinal-ruido sdo aqueles que
proporcionam maior conversdo, ou seja, para temperatura de reaciao o nivel 1 (40 °C),
nivel 1 para razdo molar (1:1), nivel 3 para o conteudo de biocatalisador (3%), e para o
tempo de reagdo nivel 3 (6 h), para tais condi¢Oes a conversdo tedrica foi de 90,77 +
4,54% sendo a razao sinal-ruido equivalente a 46,23.

Tabela 12: Resposta para razdes sinal-ruido

Niveis Temperatura Razao Molar Bciggfaﬁgls(;gsr Tempo
1 33,72 37,49 26,58 30,42
) 29,80 32,75 29,90 29,27
3 27,66 20,93 34,70 31,49
Delta 6,06 16,56 8,13 2,23
Ranking 3 1 2 4

Fonte: Autor
Figura 8: Relacdo S/R para temperatura, razao molar, contetido de biocatalisador e

tempo para otimizagdo de producgdo de ésteres etilicos

Temperatura (°C) Razio Molar (AGLs:Alcool) |Conteiido de Biocatalisador (%) Tempo (h)
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Fonte: Autor

A Equacao 7 apresenta a equacao de regressao linear que tem como resultado
a conversao, e as varidveis sdo os parametros reacionais. Observa-se que ao aumentar a
temperatura, razdo molar ou tempo ocorre um impacto negativo a conversdo, e para o
conteido de biocatalisador ocorre a andlise inversa, pois ele se apresenta como
diretamente proporcional a conversdo, este fato também foi notado por Moreira et al.
(2020a), pois ao aumentar a porcentagem de conteido de biocatalisador
consequentemente maior parte do substrato seria catalisado pelo sitio ativo da lipase
((DURAIARASAN et al., 2016; MOREIRA et al., 2020b). Analisando os coeficientes
que multiplicam cada fator nota-se que o impacto da temperatura e do tempo de reagcao
na conversdo ¢ menor comparado a razdo molar e ao contetdo de biocatalisador.
Conversio (%) @)
= 130,4 — [1,483 * Temperatura (°C)]
— [7,540 x Razao Molar (AGLS: Alcool)]

+ [12,68 * Conteldo de Biocatalisador (%)]
—[1,406 * Tempo (h)]

Os dados apresentados na Tabela 12 que mostra o ranking de influéncia dos
parametros na conversao, também pode ser notado no grafico Pareto presente na Figura
9. Como pode ser observado, a razao molar € o parametro que mais influenciou, seguido
pelo conteudo de biocatalisador, a temperatura da reacdo aparece como terceiro, € por
ultimo o tempo, sendo os trés primeiros fatores classificados como estatisticamente
significativos por possuirem alfa maior que 0,05.

Figura 9: Grafico Pareto
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o =0,05

Fonte: Autor

A Tabela 13 apresenta a Analise de Variancia (ANOVA) na qual também

pode ser verificado o nivel de significancia dos fatores, sendo os fatores classificados

como estatisticamente significantes os que apresentam p-valor menor que 0,05,

totalizando 3. A significincia do fator indica que sua variagdo influencia na conversao,

com isso tem-se que quanto maior o nimero fatores com esta caracteristica mais preciso

e eficaz no seu objetivo foi o estudo estatistico. Tal fato demonstra que o planejamento

Taguchi foi eficaz no estudo dos parametros reacionais pois apresentou um nimero maior

de fatores significativos comparado ao trabalho de Moreira et al. (2020a) que estudaram

a influéncia dos parametros reacionais na esterificacdo dos AGLs do 6leo residual de

babacgu e obtiveram 1 fator estatisticamente significativo. Além disso € observado que o

fator de maior contribuicdo € a razdo molar, apresentando contribuicdo de 79,44 %,

seguido do contetdo de biocatalisador com contribui¢do de 14,03%.

Tabela 13: ANOVA para pardmetros que afetam a esterificacdo da mistura de AGLs

dos 6leos residuais de babagu e castanha-do-Para

Fator GL SS MS  F-valor p-valor* Cont{;E;l 16ao
Temperatura (°C) 1 329,75 28,33 18,55 0,013 4,80
Razao Molar 5457,775 218,13 307,10 0,000 79,44

(AGLs: alcool)
Conteudo de 964,19 50,08 54,25 0,002 14,03
Biocatalisador (%)

Tempo (h) 1 47,43 3,72 2,67 0,178 0,69
Erro 4 71,09 17,77 1,03
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Total g8 6870,21 100,00

Fonte: Autor
*Significa que um intervalo de confianga de 95% reflete um nivel de significancia < 0,05.

A Figura 10 apresenta um quadro onde exibe graficos de superficie de cotorno
que analisa a razdo molar versus os demais fatores, onde fica ainda mais evidente o
impacto da razdo molar na conversdo da mistura de AGLs em ésteres etilicos comparado
aos outros fatores, quanto menor a razao molar maior a conversao.

Figura 10: Superficies de contorno para esterificacdo da mistura de AGLs dos 6leos
residuais de babagu e castanha-do-Para. (A) Contetido de biocatalisador (%) versus
razdo molar (AGLs: dlcool). (B) Tempo (h) versus razao molar (AGLs: dlcool).
Temperatura (°C) versus razdo molar (AGLs: dlcool)

3

@) (®)

Conteudo de Biocatalisador (%)
Tempo (h)

I >80
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3
©
°
5 > 70
g, Il <68
g <58
£ B <4
’ \ C1<38
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo analisar a melhor combinacao de
acidos graxos livres obtidos dos 6leos residuais de babagu, frango e castanha-do-Par4 para
producdo de ésteres etilicos (biodiesel) e a determinacido dos parametros reacionais que
propiciam um melhor rendimento. Além de evidenciar as vantagens de utilizar matérias-
primas residuais para a producao de biodiesel e buscar diminuir os custos para a obtencao
desta fonte de energia renovavel.

Ao analisar as caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos residuais estudados,
tem-se que os indices de acidez das amostras retratam suas caracteristicas residuais
apresentando altos valores. O 6leo residual de frango apresentou os maiores valores de
densidade e viscosidade cinemadtica, acompanhado pelo 6leo residual de castanha-do-
Pard, sendo o 6leo de babacu o que apontou menores valores para tais parametros.

Buscando analisar a melhor mistura dos AGLs dos 6leos residuais foi adotado
um planejamento de misturas nas condi¢des reacionais de 40 °C, conteudo de
biocatalisador igual a 1% da massa de AGLs, razao molar 1:1 (AGLs: élcool) e 2h de
reacdo, que apontou a mistura de 67% de AGLs do 6leo residual de castanha-do-Para e
33% do 6leo residual de babagu como sendo a melhor combinagdo, conversao de 71,04 +
3,56% em ésteres etilicos. A mistura de 33% de AGLs do 6leo residual de castanha-do-
Pard e 67% do O6leo residual de babacu obteve a segunda melhor combinacio,
apresentando 69,14 + 3,46% de conversdo em ésteres etilicos. Os AGLs do 6leo residual
de frango ndo apresentaram boas conversdes frente as outras duas matérias-primas.
Adotar a mistura de AGLs de dois 6leos propicia a ndo dependéncia de uma unica
matéria-prima principalmente quando essa mistura aplicada em diferentes proporc¢des
obtém resultados semelhantes.

Para determinar as melhores condicdes reacionais para a mistura de AGLs
que apresentou melhor conversdo no planejamento de misturas, 67% de AGLs do 6leo
residual de castanha-do-Para e 33% do 6leo residual de babacu, um planejamento Taguchi
foi empregado e obteve uma conversao em ésteres etilicos de 78,93 + 3,95% nas
condig¢des de 50 °C, 3% de conteddo de biocatalisador, razdo molar 1:1 (AGLs: élcool) e
em 2 h de reacdo. Apds analisar os resultados foi determinado pelo software Statistica as
melhores condi¢des reacionais, sendo elas 40 °C, 3% de contetido de biocatalisador, razao
molar 1:1 (AGLs: dlcool) e em 6 h de reagdo, apresentando um rendimento tedrico de
90,77 £ 4,54%. O planejamento Taguchi apontou trés parametros (razdo molar,

temperatura e conteido de biocatalisador) como estatisticamente significativos, o que
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implica afirmar que o estudo foi eficaz em analisar as condi¢Oes reacionais para a
esterificagdo da mistura de AGLs dos 6leos de babagu e castanha-do-Par4.

Portanto, tem-se que a mistura de AGLs dos 6leos residuais de babagu e
castanha-do-Paré utilizando a lipase de Rhizomucor miehei imobilizada aparece como
alternativa as rotas convencionais de produgdo de biodiesel (que utilizam matérias-primas
de primeira geragao e catalisadores quimicos) tendo como principais vantagens o baixo
custo para obtencdo das matérias-primas, além da nao dependéncia exclusiva de uma
unica propor¢ao de mistura trazendo flexibilidade ao processo de producdo, e de uma
reacdo mais limpa e com condicdes reacionais mais suaves devido a utilizacdo do

catalisador enzimatico.
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