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RESUMO

A sintese de biodiesel via rota enzimatica oferece muitas vantagens frente a rota quimica, tais
como uma elevada seletividade, menor formagdo de produtos secundarios e residuos, e facil
recuperacdo dos biocatalisadores. Neste sentido, o presente trabalho tem como objetivo a
produgdo de ésteres etilicos (biodiesel) a partir da esterificacdo do 6leo de frango tendo como
catalizador lipases combinadas. Neste trabalho a combinagio de lipases foi utilizada partindo
do principio que a combina¢do pode aumentar a taxa de reagdo, diminuir os niveis de
glicéridos residuais e ampliar o nivel de especificidade ao substrato. A sintese de ésteres
etilicos foi realizada em seguida aos ensaios de caracterizacdo fisico-quimica e determinagao
do perfil de acidos graxos (obtidos por CG-EM) realizados para o 6leo de frango. Buscando
avaliar o comportamento das lipases foram realizados ensaios para avaliar a atividade
enzimatica, para observar a estabilidade operacional e a cinética reacional das mesmas. As
reagdes de esterificagdo ocorreram na presenca da combinagdo das lipases comerciais
Lipozyme® RM-IM (75%) e Novozym® 435 (25%), para uma razio molar de 1:1 (etanol: 6leo
de frango), em agitacdo de 150 rpm e para as condigdes impostas pelo planejamento
experimental fatorial completo 2° gerado pelo software STATISTICA® 10.0. As superficies de
respostas geradas no tratamento estatistico identificaram que a melhor conversao em ésteres
etilicos (58,85+0,38%) ¢ obtida a 40°C, usando 6% de biocatalisador e 10% de 4gua. Analise
estatistica realizada indicou que existe uma influéncia significativa, de forma independente,
da temperatura, massa de catalisador e teor de agua sobre o valor da conversdo em ésteres
etilicos. Por fim, os ésteres etilicos passaram por uma caracterizagdo fisico-quimica e por uma
analise qualitativa através da Cromatografia em Camada Delgada — (CCD), confirmando a
formacdo dos ésteres etilicos (biodiesel) e a presenga de acidos graxos ndo reagidos. Este
trabalho aproveita e agrega valor a gordura de frango (residuo industrial) ao produzir
biodiesel (biocombustivel de alto valor comercial) ao passo que busca otimizar essa produgdo

usando combinag¢do de lipases como catalisador.

Palavras-Chave: Oleo de frango. Esterificagio. Software STATISTICA®. Esteres Etilicos

(biodiesel). Enzimas comerciais (lipases).



ABSTRATCT

The synthesis of biodiesel via the enzymatic route offers many advantages over the chemical
route, such as high selectivity, lower formation of by-products and residues, and easy
recovery of the biocatalysts. In this context, the present work has the objective of producing
ethyl esters (biodiesel) from the esterification of the chicken oil with combined lipases as
catalysts. In this work the lipase combination was used based on the principle that the
combination could increase the reaction rate, decrease residual glyceride levels and increase
the level of specificity to the substrate. The synthesis of ethyl esters was carried out following
the physico-chemical characterization and determination of the fatty acid profile (obtained by
GC-MS) performed for chicken oil. In order to evaluate the behavior of the lipases, assays
were performed to evaluate the enzymatic activity, to observe the operational stability and the
reaction kinetics of the same. The esterification reactions occurred in the presence of the
combination of the commercial lipases Lipozyme® RM-IM (75%) and Novozym® 435
(25%), at a molar ratio of 1:1 (ethanol: chicken oil) and for the conditions imposed by the 23
complete factorial experimental design generated by STATISTICA® 10.0 software. The
response surfaces generated in the statistical treatment identified that the best conversion to
ethyl esters (58.85 £ 0.38%) was obtained at 40 °C using 6% biocatalyst and 10% water.
Statistical analysis performed indicated that there is a significant influence, independently, of
temperature, mass of catalyst and water content over the conversion value to ethyl esters.
Finally, the ethyl esters underwent a physicochemical characterization and a qualitative
analysis through Thin Layer Chromatography (CCD), confirming the formation of the ethyl
esters (biodiesel) and the presence of unreacted fatty acids. This work harnesses and adds
value to chicken fat (industrial waste) when producing biodiesel (biofuel of high commercial

value) while seeking to optimize this production using a combination of lipases as a catalyst.

Key-words: Chicken oil. Esterification. STATISTICA® 10.0 software. Ethyl Esters

(biodiesel). Commercial enzymes (lipases).
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo de combustiveis fosseis esta diretamente relacionada a diversos
problemas globais, como o efeito estufa, mudanc¢as climaticas ¢ ao surgimento de algumas
doencas (LI; DU; LIU, 2007). Por causa desses e outros problemas os paises estdo criando
uma consciéncia de produgdo tecnoldgica mais limpa, levando-os a desenvolverem
alternativas aos combustiveis fosseis (ARANSIOLA, 2014). Entre as alternativas estdo os
biocombustiveis, a exemplo, podemos citar o biodiesel que ¢ uma forma limpa e alternativa
de combustivel, pois € biodegradavel, ndo toxico e tem um perfil baixo de emissdo de gases
poluentes (TABANI, 2012). Devido a sua similaridade com o diesel em contetdo energético e
em algumas propriedades, o biodiesel atraiu a atencdo para si em meio aos variados
biocombustiveis existentes (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

Os meios tecnoldgicos empregados na produgdo de biocombustiveis objetivam
satisfazer a demanda de energia mundial, a0 mesmo tempo que tenta atender questdes sociais,
econOmicas, ambientais e técnicas (JOSHI et al., 2017). A necessidade alimentar e energética
¢ um fato que desafia a humanidade, uma vez que a produgdo de biocombustiveis a partir de
culturas vegetais leva a competi¢cdo por recursos naturais e agricolas, influenciando os precos
mundiais das commodities agricolas e a seguran¢a alimentar (TOMEI, 2016; KOIZUMI,
2015). Pensando nisso, as matérias-primas nao empregadas na alimentagdo de pessoas e
animais como dleos ndo comestiveis, residuos de 6leos comestiveis e gorduras animais, se
tornaram um grande potencial para producdo de biodiesel, pois podem reduzir notavelmente
os custos de produ¢do e garantir a viabilidade economica do processo (PASCHALIDOU;
TSATIRIS; KITIKIDOU, 2016).

Geralmente a transesterificagdo de triglicerideos junto a um alcool de cadeia curta,
sendo o metanol o mais utilizado, e um catalisador alcalino, ¢ hoje a forma mais comum de se
produzir biodiesel em escala industrial (POURZOLFAGHAR et al., 2016). No entanto, a
reacdo de transesterificacdo ¢ sensivel a dleos ou gorduras com quantidades significativas de
acidos graxos livres, pois leva o processo a formagdo de sabdo reduzindo o rendimento e
complicando o processo de separacdo dos produtos (LIU, 2015). Na transesterificacdo além
de catalisadores alcalinos podem ser usados catalisadores acidos, porém ambos reduzem a
taxa de rea¢do devido a formagdo de subprodutos como o glicerol, o que dificultando a
separagao do biodiesel do catalisador, a sua purificagdo e outros (VERMA; SHARMA, 2016).
Levando em consideragdo esses e outros problemas aqui ndo descritos, a esterificagdo de

acidos graxos na presenca de um catalisador enzimatico se mostra como uma solugdo
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vantajosa para a producao de biodiesel, pois o processo ndo forma nenhum sabao, os produtos
possuem uma maior pureza, o processo de producdo ¢ simplificado, o consumo energético ¢é
reduzido e o reciclo e separagdo do catalisador do meio reacional sdo facilitados (SOUZA,
2013). As lipases sao as enzimas mais utilizadas neste tipo de processo reacional devido a sua
ampla especificidade, elevada estabilidade sob diferentes condi¢des e meios de reagdo, e por
conseguirem catalisar uma grande variedade de reagdes (SANTOS et al, 2017). Visando o
aumento da taxa de reacdo, diminuicdo dos niveis de glicéridos residuais e ampliacdo do nivel
de especificidade ao substrato, a combinagdo de lipases surgiu como proposta a utilizagdo na
producdo de biodiesel (HAMA; KONDO, 2012). De forma a reduzir o uso de combustiveis
fosseis utiliza-se o etanol ao invés do metanol na produgdo de biodiesel, ja que ¢ obtido de
origem renovavel, possui toxicidade moderada e ¢ de baixo impacto em casos de acidentes
(SOUZA, 2013; GOMES, 2009).

Na literatura sdao encontrados diferentes processos para a producao de biodiesel,
tendo aqueles que utilizam reacdes em condi¢gdes supercriticas e subcriticas e as que fazem
uso de catalisadores quimicos ou enzimaticos, podendo ambos serem encontrados na forma
heterogénea ou homogénea (DABDOUB; BRONZEL; RAMPIN, 2009). A reagdo mais usual
e citada na literatura ¢ a transesterificacdo, sendo esta aplicada a diferentes metodologias.
Moreira (2009) na busca da compreensdo da influéncia de alguns parametros como
concentracdo de catalisador, razio Alcool: dleo, temperatura e tempo de reagdo sobre a
producdo de biodiesel fez uso do catalisador basico hidréxido de sdédio e metanol, enquanto
Gomes (2010) utilizou hidréxido de sédio e potdssio em um sistema de ultrassom. Alptekin e
Canakci (2010) visando a otimizacdo da produgdo de éster metilicos a partir de gordura de
frango usou hidroxido de potassio e metanol. Tomiello (2014) verificou experimentalmente a
influéncia da temperatura e dos catalisadores hidréxido de sddio e hidroxido de potassio em
um reator submetido a ondas ultrassonicas. Catalisadores solidos a base de ¢xidos de calcio
obtidos de cascas de ovos foram usados por Santos, Viana e Sousa (2015) na producio de
biodiesel a partir da gordura do frango. Ainda, em meio a literatura foi encontrado o uso de
processos nao catalitico do tipo fluxo continuo supercritico, porém devido ao alto consumo
energético solicitado pelas altas pressdes e temperaturas ndo é convencionalmente utilizado
(MARULANDA; ANITESCU; TAVLARIDES, 2010). A Produgao de biodiesel via catalise
enzimatica utilizando 6leo de frango como matéria-prima possui registros na literatura, a
exemplo, temos o estudo realizado por Bet ¢ Rosa (2015) onde foram fixados os parametros
referentes a temperatura, razdo 6leo: etanol e tempo levando a lipase Novozyme® 435 como

catalisador. J4 no estudo feito por Feltes et al. (2009) foram utilizadas as lipases comerciais
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Novozym® 435 e Lipozyme® RM-IM junto a etanol e um sistema com agitador orbital.
Bonissoni et al. (2015) utilizando a lipase comercial Lipozyme® RM-IM e um sistema de
ultrassom investigou as varidveis razdo etanol: oleo, concentragdo massica de enzima,
temperatura da reagdo e quantidade de hexano. Em meio as metodologias de produgdo de
biodiesel mencionadas na literatura, esse trabalho buscou preencher lacunas existentes quanto
ao uso da combinagdo de enzimas na esterificagdo do 6leo de frango.

Nesse contexto, o presente trabalho buscou valorizar a gordura de frango como
matéria-prima para a producdo de biodiesel, via catalise heterogénea, através da combinacdo
de enzimas comerciais. Foi utilizando um delineamento experimental do tipo DCCR,
associado a Metodologia de Superficie de Respostas — (MSR), para o estudo da influéncia da
temperatura, teor de dgua e quantidade de biocatalizador na producdo dos ésteres etilicos
(biodiesel) para determinar as condigdes reacionais Otimas. Para isso, foi realizada a
esterificacdo do oleo de frango, previamente hidrolisado, com etanol na presenga da
combinacio de enzimas (75% de Lipozyme® RM-IM e 25% de Novozym® 435) conhecida a
partir da reag@o de esterificacdo de acido oleico e etanol. Antes do processo reacional ocorrer
foram realizados alguns ensaios de caracterizagdo fisico-quimica da matéria-prima ¢ a
determinacdo do seu perfil de acidos graxos. De forma a obter o melhor desempenho
catalitico, os biocatalisadores foram testados em uma cinética reacional, em um ensaio para
avaliar a atividade enzimatica ¢ um ensaio para observagao da sua estabilidade operacional.
Os ésteres etilicos obtidos também passaram pela caracterizagdo fisico-quimica e por uma

analise qualitativa através da Cromatografia em Camada Delgada — (CCD).
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2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi realizar a produgdo de ésteres etilicos

(biodiesel) a partir do dleo de frango via catalise enzimatica.

2.2 Objetivos Especificos

Coletar e tratar o dleo de frango bruto.

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

Obter acidos graxos a partir da matéria-prima estudada.

Determinar o perfil de acidos graxos presentes no 6leo de frango.
Determinar a melhor combinagdo de enzimas através da sintese de oleato
de etila.

Determinar a atividade e a estabilidade operacional das enzimas.

Produzir ésteres etilicos (biodiesel) a partir do 6leo de frango utilizando a
melhor combinag@o de enzimas estudada na sintese de oleato de etila.
Utilizar um planejamento experimental do tipo Delineamento Composto
Central Rotacional — (DCCR) para avaliar a influéncia da temperatura,
massa de biocatalisador e quantidade de dgua no processo de producao de
¢ésteres etilico a partir do 6leo de frango, com o intuito de determinar as
condigdes reacionais otimas.

Avaliar qualitativamente os resultados da esterificagdo do dleo de frango

através da Cromatografia em Camada Delgada — (CCD).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Biocatalise

Os desenvolvimentos sociais e economicos globais foram principalmente
impulsionados pela crescente demanda energética, e as suas consequéncias ambientais
impulsionaram a evolucdo de tecnologias renovaveis no ambito energético e sustentavel em
todo o mundo (JOSHI et al., 2017). Atualmente os processos quimicos industriais estdo sendo
gradativamente substituidos por rotas alternativas mais seguras € menos prejudiciais a0 meio
ambiente, sendo assim, a biocatalise € uma alternativa aos meios convencionais atuais, tendo
como agentes cataliticos as enzimas (BOLIVAR; EISL; NIDETZKY, 2015). Em particular, as
enzimas fornecem uma maneira mais rica de produzir compostos puros enantiomericos
principalmente através de alta quimiosseletividade, regiosseletividade e estereosseletividade.
(CHOIL; HAN; KIM, 2015).

Nas ultimas décadas foram desenvolvidas técnicas para melhorar a estrutura das
enzimas (e.g engenharia de proteinas e evolucdo direta), abordagens de engenharia (e.g.
liquidos i6nicos e fluidos supercriticos) e estabilizagdo fisica (e.g. imobilizagdo e CLEAS) o
que levou ao melhoramento da biotransformacédo e a sintetize de novos Produtos (ILLANES
et al., 2012). A biocatélise esta presente nas industrias de alimentos, de produtos quimicos
finos e a granel, na farmacéutica, de cosméticos, té€xtil e de celulose e papel (CHOI; HAN;
KIM, 2015). Baseado nos 12 principios da quimica verde a biocatalise busca a alta eficiéncia
dos processos envolvidos através da seletividade e especificidade, condi¢des brandas de
operacdo, baixo gasto energético, livre de reagdes secundarias e formacdo de produtos
biodegradaveis (LAU; GROSSE, 2013). Contudo, a biocatalise destina-se a desempenhar um
papel cada vez maior no atendimento de necessidades sociais e industriais, a0 mesmo tempo

em que alcancga a sustentabilidade ambiental.

3.2 Biocombustiveis

Os biocombustiveis incluem qualquer produto quimico enriquecido em energia
gerado diretamente através dos processos biologicos ou derivado da conversao quimica da
biomassa por meio de organismos vivos (RODIONOVA et al., 2017). Dentre eles temos o
etanol produzido a partir da biomassa celuldsica alimenticia ou ndo, o biodiesel gerado a
partir de 6leos vegetais e residuos de animais, e ainda estes podem usufruir de tecnologias que
utilizam cianobactérias, microalgas e outros micrdbios para a sua obtengdo (JOSHI et al.,

2017).
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Esta cada vez mais claro que os biocombustiveis podem ser uma fonte viavel de
energia renovavel em contraste com a natureza finita, a instabilidade geopolitica e os efeitos
deletérios globais da energia de combustiveis fosseis (GAURAYV, 2017). Ao longo das
ultimas décadas o enfrentamento dos desafios da energia e do meio ambiente levou a ciéncia
dos biocombustiveis a grandes mudangas em relagdo a sua taxa de desenvolvimento, foco e
paises contribuintes (AZADI et al., 2017). Para termos uma ideia da sua importancia, entre
1990 e 2014, paises como Dinamarca, Suécia e Finldndia tiveram o maior nimero de
publicagdes per capita no mundo relacionadas a biocombustiveis, da ordem de 113 trabalhos
por milhdo de habitantes por ano, sendo a fermentacdo, a hidrdlise e a esterificagdo as vias de

conversiao mais amplamente estudadas (RODIONOVA et al., 2017).

3.3 Biodiesel no Brasil e no mundo

Os ésteres monoalquilicos, mais comumente os ¢&steres metilicos, de oleos
vegetais, gorduras animais ou outros materiais constituidos por triacilglicerdis e acidos
graxos, sdo muitas vezes referidos como biodiesel, e determinantes, em grande parte, de
muitas propriedades importantes ao biocombustivel (KNOTHE; RAZON, 2017). O biodiesel,
combustivel renovavel, ¢ obtido majoritariamente por transesterificagdo, através de um
processo que faz triglicerideos reagirem com um dalcool primario, diante de catalisadores,
gerando ésteres e glicerina, sendo o primeiro purificado adequadamente e estando dentro
especificacdes de uso e qualidade, ¢ utilizado em automdveis do ciclo Diesel (ANP, 2017b).

No Brasil a politica do biodiesel iniciou em entre 2003 e 2004, através de algumas
acdes, destacando o Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel - (PNPB) que tinha o
objetivo de introduzir o biodiesel na matriz energética brasileira. Contudo, foi s6 em 2005,
por meio do artigo 2° da Lei n° 11.097/2005, que o biodiesel de fato entrou na matriz
energética brasileira, vigorando apenas em 2008 a mistura obrigatdria de 2% (B2) em todo o
territdrio nacional (TIBURCIO, 2011). Com o amadurecimento do mercado brasileiro o
percentual de biodiesel ao diesel atual de 8,0% deve chegar a 10% em 2019, conforme consta
na lei 13.623/2016, o que garante ao Brasil uma posicao de destaque em relagdo ao resto do
mundo a medida que se mostra que o biodiesel ja ¢ uma realidade estabelecida no pais (ANP,
2017b).

A composi¢do do biodiesel depende da composicdo da matéria-prima utilizada,
uma vez que a composicdo de acidos graxos presente ¢ amplamente varidvel. Além disso, o
uso de diferentes matérias-primas esta relacionado aos aspectos de rendimento ¢ questdes

socioecondmicas (KNOTHE; RAZON, 2017). O biodiesel pode ser obtido a partir de 6leos



21

vegetais de colza (Unido Europeia), soja (Estados Unidos, Argentina e Brasil), dleo de palma
(Indonésia, Malésia) dentre outras matérias-primas (PRADO, 2015). Atualmente no Brasil
existem 51 plantas produtoras de biodiesel em operagdo, correspondendo a uma capacidade
total de 22.066,81 m*/dia, destes 276,28 m*/dia (1,32%) provem do 6leo de frango, sendo a
soja (72,51%) a matéria-prima mais utilizada no Brasil seguida da gordura bovina (14,93%),
materiais graxos (8,67%) e outros (3,89%) (ANP, 2017a). A figura 1 apresenta o perfil

brasileiro de matérias-primas consumidas na produc¢ao de biodiesel.

Figura 1 - Perfil brasileiro de matérias-primas consumidas na produco de biodiesel.

Gordura Bovina 14,93%

Oleo de Algodao

P 0,08%

Outros Materiais Graxos 8,67% -
/ —— Oleo de Fritura 0,79%

Gordura de Porco 1,55%

Gordura de Frango 1,32%

- Oleo de Palma / Dendé 0,16%

Fonte: Boletim Mensal do Biodiesel para o més de agosto de 2017 (ANP, 2017a).

Em 2011 os paises com maior producdo de biocombustiveis liquidos per capita
incluiam os Estados Unidos, Brasil, Argentina e Bélgica, juntos produziram 34,1 MJ/dia,
ficando o bioetanol com 80% da producdo desses paises e o biodiesel um pouco mais de 60%
nos paises europeus, fazendo assim com que a produ¢do anual mundial de biocombustiveis
liquidos aumentasse de 0,3 a 2,0 milhdes de barris por dia entre 2000 e 2013 (AZADI et al.,
2017).

3.3.1 Sintese de biodiesel por rota enzimatica

A catalise enzimatica é aplicada em distintas areas de interesse industrial,
incluindo a drea de biocombustiveis (CHOIL; HAN; KIM, 2015). O biodiesel ¢ um exemplo de
biocombustivel produzido pela catalise enzimatica, e geralmente ¢ sintetisado através da
reacdo de transesterificacdo de triglicerideos ou pela esterificagdo de acidos graxos livres

(SCHUMACHER; GERPEN; ADAMS, 2009). A rota enzimatica surge da necessidade em
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sanar as desvantagens ocasionadas pelos métodos tradicionais de produgd@o do biodiesel, como
a transesterificacdo acida /bésica que utiliza altas temperaturas de reagdo, alto consumo de
energia, etapas de recuperagdo de glicerol, lavagens adicionais para remog¢ao de impurezas do
biodiesel, e ainda apresentam dificuldades em separar o catalisadores do meio reacional
(SOUZA, 2010). A rota enzimatica ¢ empregada na producao de biodiesel por apresentar uma
sériec de vantagens ambientais e econOmicas sobre a rota quimica (CHRISTOPHER;

KUMAR; ZAMBARE, 2014). A figura 2 abaixo apresenta algumas dessas vantagens.

Figura 2 - Vantagens da rota enzimatica sobre os métodos convencionais de obtencdo de
biodiesel.

Reutilizacao do catalisador
ampliada e estabilidade
operacional da reacio
melhorada

Possibilidade de utilizar uma Uso de taxas menores de alcool
escala de substrato mais em oleo e eliminacio de reaccoes
ampla secundarias

Separacio do catalizador e Eliminagio dos custos de
recuperaciio do prqd}lto tratamento associados a
facilitada. Presenca minima de recuperacgiio de catalisadores

mpurezas e teor de agua quimicos

Biodegradabilidade
enzimatica e aceitabilidade
ambiental

Fonte: Adapatado de (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

3.4 Oleo de frango como matéria-prima

A grande demanda por alimento impulsiona a economia, a medida que a produgao
industrial cresce para atender essa demanda de mercado, sendo a industria avicola um
exemplo. Esse mercado é competitivo e busca adquirir consumidores através da qualidade de
seus produtos e pre¢os mais estaveis (DIAZ, 2007). O Brasil é o segundo maior produtor de
frango no mundo, gerando uma grande quantidade de residuos por meio da industria avicola
(CNA, 2016). Os residuos gerados (gordura, ossos, penas, sangue e pele) correspondem a
30% do peso do animal, sendo 2% a 2,5% referente a gordura abdominal e 10% a pele. Um
grande impasse ¢ a destinagdo inadequada deste material, que atualmente ¢ um potencial

poluente (CENTENARO; FURLAN; SOARES, 2008). A gordura, residuo barato e abundante
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em lipideos de baixo valor agregado, pode ser uma alternativa sustentavel quando utilizada, a
exemplo, na producdo de biodiesel (MOREIRA, 2009).

Tabela 1 - Composicao centesimal dos principais acidos graxos de algumas fontes naturais de

triacilglicerois.

FAME SOJA MAMONA PINHAOMANSO ALGODAO SEBODE BOI
Miristico ( 14:0) ) (*) (*) () 5.0
Palmitico (16:0) 232 23 17.9 17.9 201
Palmitoleico (16:1) (&3] (&3] 1.0 (*) 3.2
Estedrico (18:0) 54 3.0 6.4 3.5 253
Oleico (18:1) 292 99 428 246 358
Ricinoleico (18:1-0H) (*) 80.3 (*) (*) (*)
Linoleico (18:2) 41.0 4.5 319 51.6 1.5
Linolénico (18:3) 1.6 ™) (*) 24 (")

*Nio detectados.
Fonte: (SCHULER, 2010).

No Brasil, é proibido a utilizagdo de produtos destinados a alimentacdo de
ruminantes que contenham em sua composi¢ao proteinas e gorduras de origem animal, pois
apresentam risco de transmissdo de doencas (TOMIELLO, 2014). Segundo Centenaro, Furlan
e Soares (2008), o trato inadequado dos residuos industriais contribui para o agravamento dos
problemas ambientais, pois na maioria das vezes esses residuos sdo langados, a exemplo, em
corpos hidricos. Os 6leos vegetais e as gorduras de origem animal, sdo matérias-primas que se
diferenciam-se entre si pela sua composicdo de triacilglicerdis, que correspondem a mais de
90% em massa do seu conteudo (SCHULER, 2010). A tabela 1, a seguir, apresenta a
composicdo centesimal dos principais acidos graxos encontrados em algumas fontes naturais
de triacilglicerois.

Tabela 2 — Composi¢do geral da gordura de Frango

Acidos Graxos (%) Gordura de frango
C14:0 miristico 0.6
C16:0 palmitico 247
C16:1 palmitoléico 7.1
C18:0 estedrico 6,0
C18:1 oléico 43 4
C18:2 linoléico 17.2
C18:3 a-linolénico 1.0
¥ Saturados 31.3
¥ Monoinsaturados 50.5
Y. Poliinsaturados 18.2

Fonte: (TOMIELLO, 2014).
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A comparagdo da gordura do frango com outras gorduras animais, como a banha
suina e o sebo bovino, mostra que a gordura de frango, em geral, apresenta grande propor¢ao
de 4cidos graxos insaturados, entorno de 60%. Portanto, altamente insaturada quando
comparada ao sebo bovino, apresentando-se semiliquida a temperatura ambiente e devido ao

baixo conteudo de 4cidos graxos saturados, tem baixo ponto de ebulicdo (JUBILUT, 2010).

3.5 Lipases

As lipases sdo esterases do tipo glicerol éster hidrolases (E.C.3.1.1.3), podem ser
de origem animal, vegetal ou microbiana e sdo compostas por varios aminoacidos (e.g.,
glicina, serina, histidina, 4cido aspartico ou glutdimico) (MELLO, 2014; SANTOS, 2015). As
propriedades estruturais das lipases de diferentes fontes podem exibir diferentes atividades em
diferentes substratos, o que pode estar relacionado com a sua calassificagdo (i.e., se sdo
regiosseletivas ou enantiosseletivas) e especificidade ao substrato, podendo ser: lipases
especificas de acidos graxos (1,3-especifico) que hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos
presentes nas posi¢des 1 ou 3, e ndo especificas que hidrolisam ésteres de acidos graxos
primarios ou secundarios, liberando acidos graxos na posi¢do 1(3) ou 2 (POURZOLFAGHAR
etal.,2016; PAQUES; MACEDO, 2006).

A atuacdo de lipases como biocatalisadores em rotas enzimaticas vem crescendo
ao longo dos anos, tendo em vista que na literatura estdo entre as principais enzimas utilizadas
em processos envolvendo biocatdlise (SANTOS, 2015). Isso deve-se a sua especificidade,
seletividade, capacidade de se adequar a uma ampla gama de substratos e de catalisar rea¢des
em meios aquosos e organicos. Além disso, por possuirem elevada estabilidade para variados
parametros e meios reacionais e poderem catalisar variadas reagdes, incluindo as usadas na
producdo do biodiesel (SOUZA, 2013; SANTOS et al, 2017). Neste contexto, além das
caracteristicas e vantagens citadas acima, as lipases possuem a capacidade de reacdo a baixas
temperaturas, reduzem o numero de passos e a quantidade de residuos gerados na reagio,
ocasionando assim um menor impacto ao meio ambiente se comparado aos processos
normalmente utilizados pela industria (POPPE et al., 2015).

E importante mencionar que o uso de enzimas em aplicagdes industriais pode ser
reforcado através da imobilizacdo enzimatica, pois esse mecanismo pode melhorar a
estabilidade da enzima, e também alguns outros parametros como atividade, seletividade, etc.
(SANTOS et al, 2017). Entre os métodos de imobilizagdo mais utilizados estdo os que fazem
uso de adsor¢do ou ligagdo covalente, ¢ os que encapsulam enzimas em matrizes ou

membranas poliméricas. Geralmente enzimas sdo imobilizadas em matrizes solidas, embora
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possam ser imobilizadas em polimeros soluveis ou insoluveis (SANTOS, 2011). Os métodos
e os tipos de suporte utilizados na imobilizacdo enzimatica podem ser de origem orgéanica ou
inorganica e podem modificar fortemente as propriedades das enzimas imobilizadas
(VERDASCO-MARTIN et al., 2016). A imobilizacio ajuda a reduzir o custo do catalisador,
pois pode ser facilmente separada e reutilizada, e ainda possui atividade catalitica superior a

lipases livres (GULDHE et al., 2015).
3.5.1 Novozym® 435

E uma lipase ndo especifica produzida a partir da Candida antarctica do tipo B
(CALB) e imobilizada em resina acrilica, possui estabilidade em uma ampla faixa de pH e um
alto grau de especificidade ao substrato, tanto em relacdo a regio quanto a
enantiosseletividade (NOVOZYMES, 2017). A CALB ¢ constituida de 317 residuos de
aminoacidos, tem uma dimensio de 30A x 40A x 50A, massa molecular de 33KDa
(Quilodalton) e ponto isoelétrico de 6,0 (SANTOS, 2011). A figura 3 apresenta a sua estrutura
tridimensional. Ao contrario da maioria das lipases, a CALB nao apresenta ativagdo
interfacial (i.e., ndo atuam nas interfaces de gotas insoluveis de substratos), sendo o acesso ao
sitio ativo feito por um canal estreito com uma particularidade da existéncia de uma pequena
hélice de elevada mobilidade perto deste sitio (MANOEL, 2011; SANTOS, 2015). Esse canal
estreito consiste em uma cavidade para ligacdes acila e outra por¢do para ligacdes com
alcoois, podendo algumas lipases apresentarem um impedimento maior ("tampa") na entrada
de seu sitio ativo, e outras como a CALB uma tampa menor facilitando a entrada de substratos
e saida de produto (SOUZA, 2013).

Figura 3 - Estrutura tridimensional da CALB.

Fonte: (MANOEL, 2011).
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3.5.2 Lipozyme® TL-IM

E uma lipase (1,3-especifica) produzida a partir da Thermomyces lanuginosus e
imobilizada em resina de silica gel. Atua no grupo funcional dos substratos, exclusivamente
nas posic¢des 1- e 3- dos triglicerideos, e além disso, exibe um alto grau de seletividade de
substrato permitindo cadeias laterais volumosas/ grandes grupos no alcool e parte acida da
molécula (NOVOZYMES, 2017; BONAZZA et al., 2017).

Essa enzima ¢ uma proteina de cadeia tnica que consiste em 269 aminoacidos, de
peso molecular igual a 31.700 g/mol, ponto isoelétrico de 4,4, de forma aproximadamente
esférica (35A x 45A x 50 A), e contém uma estrutura de folha beta central de oito cadeias
paralela com cinco hélices alfa interligadas (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010). A figura 4
ilustra a estrutura da lipase de Thermomyces lanuginosus, utilizada no preparo do derivado
enzimdtico comercial Lipozyme® TL-IM e destaca o equilibrio entre as formas inativas (com
a tampa (lid) em sua posigao original) e ativa (com a tampa (lid) aberta oferecendo acesso ao
sitio ativo da enzima) (FABER, 2000). A tampa ¢ um loop de superficie movel alfa-helicoidal
constituido por aminoacidos que cobre o local ativo, e de acordo com estudos cristalograficos

de raios-X, esta tampa também ¢ altamente mdvel nos cristais (FONSECA, 2015).

Figura 4 - Estrutura tridimensional da lipase de Thermomyces lanuginosus.

Fonte: (FONSECA, 2015).

3.5.3 Lipozyme® RM-IM

E uma lipase (1,3-especifica) produzida a partir do fungo Rhizomucor miehei e
imobilizada em resina, age principalmente no grupo funcional dos substratos especificamente
nas posi¢des 1- e 3- dos triglicerideos, sendo altamente eficaz na transesterificacdo
estereosseletiva e hidrolise das ligacdes éster em glicerideos, e possui uma atividade da ordem
de 275 IUN / g (unidade de interesterificagdo) (INC, 2017; OLIVEIRA et al., 2017). Essa
lipase ¢ uma proteina extracelular de origem flngica constituidas de 269 aminodcidos de

massa molecular de 29 KDa, ponto isoelétrico de 3,8 e ¢ formada pelos residuos dos
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aminodacidos serina, histidina e aspartato, sendo a regido da tampa hidrofébica constituida dos
residuos de aminoacidos da posicdo 85 até a 91 (OLIVEIRA, 2012a). Por meio da figura 5

podemos observar a estrutura tridimensional da lipase de Rhizomucor miehei.

Figura 5 - Estrutura tridimensional da lipase de Rhizomucor miehei.

Fonte: (OLIVEIRA, 2012a).

3.6 Combinacio de lipases

Segundo Hama e Kondo (2012) a combinag¢do de lipases aumenta a taxa de
reacdo e diminui os niveis de glicéridos residuais do processo, além de ampliar o nivel de
especificidade ao substrato. Em um determinado substrato, podem haver ao mesmo tempo
acidos graxos, mono ou diglicerideos exigindo das enzimas uma atividade diversificada, e que
pode ser conseguida da combinagdo de enzimas, como afirma Alves et al. (2014) em seu
trabalho. Conforme Rodrigues e Ayub (2010), essa combinacdo gera um ataque enzimatico as
diferentes posigdes dos triglicerideos contidos no substrato.

A combinagdo realizada entre lipases nao-especificas e 1,3-especificas
proporciona um aumento da conversdo reacional, uma vez que as lipases ndo-especificas
catalisam o substrato independente da regido do grupo funcional, compensando assim o
comportamento regiosseletivo das lipases 1,3-especificas, que podem clivar acidos graxos das
posicdes terminais do glicerol em triglicerideos (VERAS, 2012). Além disso, como as lipases
apresentam diferentes especificidades de substrato e atividade catalitica, a sua combinagdo
favorecerd a formagdo do produto desejado ao final do processo reacional (GULDHE et al.,
2015). A figura 6, a seguir, ilustra o ataque enzimatico realizado pelas enzimas 1,3-especificas

e ndo especificas sobre triglicerideos.
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Figura 6 - Reagdes catalisadas por lipases do tipo nao especifica e 1,3-especifica
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Fonte: (PAQUES; MACEDO, 2006).

3.7 Parametros que influéncia as reacdes

Pesquisas atuais voltadas para a producdo de biodiesel via rota enzimatica tém
focado na otimizagdo dos processos de producdo, no sentido de se obter bons rendimentos
reacionais ¢ detalhar a influéncia dos fatores envolvidos na atividade catalitica das lipases.
(NETO, 2002). Esses fatores s@o o tipo de alcool empregado, concentragdo da enzima e de
agua no meio de reacdo, razdo molar entre o 6leo e o alcool, temperatura, agitagdo, tipo de
suporte de imobilizacdo e presenga ou auséncia de solvente organico no meio reacional
(POPPE, 2012). Tais fatores estdo sendo observados, uma vez que estes afetam de maneira
significativa o rendimento das reagcdes (KOCHEPKA, 2015). Serdo abordados a seguir, entre

os fatores citados, apenas os considerados no presente estudo.

3.7.1 Teor de agua

A quantidade de 4gua na mistura de reacdo enzimatica é um parametro critico e
tem forte influéncia sobre a atividade catalitica, sobre a estabilidade das lipases, e ainda, tem
um efeito termodindmico no equilibrio da reagdo, podendo reduzir o rendimento de ésteres
alquilicos a medida que favorece a reacdo de hidrolise (BABAKI, 2016). Sabe-se que a
enzima precisa de uma certa quantidade de dgua para manter sua conformagdo adequada,
sendo assim, se faz necessario meios de reagdo com um certo teor de agua, tendo cuidado na
quantidade pois um alto teor de 4gua pode diminuir a estabilidade da enzima.
(CHRISTOPHER et al., 2013). O conteudo otimo de agua presente no meio reacional
depende da lipase e matéria-prima usada, da técnica de imobilizagdo empregada e do tipo de

solvente utilizado (GULDHE et al., 2015).
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A agua ¢ responsavel por realizar a hidrdlise da molécula de triacilglicerol,
liberando os dcidos graxos para serem esterificados, e além disso, ela é necessdria para
hidratar a enzima fazendo com que a mesma possa aproximar seu sitio ativo do substrato e
promover sua a¢ao hidrolitica (HAMA; KONDO, 2013). A 4gua aumenta a regido interfacial
(4gua/dleo) e, portanto, a area de agdo da enzima, melhorando assim sua atividade.

(CHRISTOPHER et al., 2013).

3.7.2 Temperatura

A temperatura ¢ um dos principais fatores operacionais de processos industrias,
uma vez que a temperatura se relaciona com o gasto energético, fazendo com que os produtos
obtidos aumentem de valor (ENCARNACAO, 2008). Um aumento de temperatura s
aumenta a atividade enzimatica até atingir a temperatura ideal para a enzima, ja que o
aumento descontrolado da temperatura pode causar a desnaturagdo desta, e consequentemente
sua inutilizacdo (TEXEIRA, 2011). Existem alguns fatores que determinam qual temperatura
¢ ideal para reacgdes catalisadas por lipase, dentre eles estdo a imobilizagdo, estabilidade da
lipase, relagao molar alcool em oleo e tipo de solvente. O aumento da temperatura facilita a
transferéncia de massa da mistura reacional a medida que a viscosidade do meio reacional ¢

diminuida (GULDHE et al., 2015).

3.7.3 Massa de biocatalisador

A quantidade de biocatalisador deve ser controlada, sem o uso excessivo, a fim de
proporcionar um contato efetivo do substrato com o sitio ativo da enzima, pois caso contrario
o custo de producgdo tende a aumentar (KOCHEPKA, 2015). Segundo observacdes feitas por
Neto (2002), o aumento da massa de biocatalisador diante de dleos com um bom estado
oxidativo eleva o valor de conversdo, enquanto para Oleos oxidados nido basta aumentar
apenas a quantidade do biocatalisador para melhorar a taxa de conversdo, mas possivelmente
também ¢ necessario aumentar o tempo de reacdo (NETO, 2002).

Na literatura temos varios trabalhos que evidenciam o comportamento enzimatico
conforme a quantidade de biocatalisador utilizado. Kochepka (2015) observou que um
aumento de 3% de Novozym®435 aumentou em 25% a conversio de ésteres etilicos para as
primeiras horas da etandlise de 6leo de fritura para as condi¢des adotadas (razdo molar etanol:
oleo de 4:1, 40°C, 150 rpm por 10). Neto (2002) também observou esse comportamento,
tendo em vista que um aumento de 50% aumentou em 66% a conversdo de ésteres etilicos

para etandlise de dleo de soja nas condi¢des adotadas (ImL oleo; 0,5mL Etanol; 20 mL n-
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hexano; 35°C; 8 horas de reacdo). E assim como Oliveira et al. (2004), que realizou varios
ensaios variando o percentual de biocatalisador (5 %p/p a 20 %p/p), observou que o
percentual maximo resultou no maior rendimento para a etandlise de dleo de mamona para as
condic¢des adotadas (razdo molar etanol: dleo de 10:1; 10 mL n-hexano; 65°C; 6 horas de
reacdo). A partir das observacdes acima descritas, fica evidenciando que a quantidade de
catalisador altera a velocidade inicial das reacdes e permite conversdes elevadas em menores

tempos reacionais.

3.8 Metodologia de Superficie de Resposta — (MSR)

A metodologia de superficie de resposta - (MSR) tem sido utilizada por muitos
pesquisadores para estabelecer condi¢cdes de producdo 6timas para o biodiesel (NDA, 2015).
A MSR ¢ uma ferramenta usada para estudar e separar efeitos interativos de sistemas de
fatores sobre determinada resposta, ¢ corresponde a um conjunto de técnicas matematicas e
estatisticas empregadas na modelagem e andlise de problemas onde a resposta de interesse
sofre influéncia de diversas outras varidveis, tendo como objetivo a otimizagao dessa resposta,
e ainda, reduzir o numero de experimentos suficientes para fornecer resultados
estatisticamente aceitaveis (PEREIRA, 2014). O estudo de otimizag¢do usando MSR inicia
com a determinagdo dos parametros dependentes e independentes e dos seus niveis, em
seguida ocorre a selegdo do planejamento experimental para a previsdo e verificagdo da
equacdo do modelo, e por ultimo a obtengdo das superficies de respostas e curvas de contorno
da resposta como uma fun¢do dos parametros independentes e a determinagao das condic¢des
operacionais 0timas (TERRAZAS, 2012).

Dentre as classes de planejamentos experimentais mais utilizados para este fim
destaca-se o Planejamento Composto Central (CCD, do inglés, Central Composite Design)
(LIMA, 2012). Utilizando um CCD ou um Delineamento Composto Central Rotacional —
(DCCR) como alguns autores costumam chamar, podemos usufruir da MSR na pesquisa
fatorial completa para examinar a variagdo simultanea, sistematica e eficiente de elementos
reacionais importantes, na identificando das possiveis interagdes de variaveis, nos efeitos de

maior ordem e no estudo das condigdes operacionais a serem utilizadas. (PEREIRA, 2014).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Enzimas e outros materiais

As lipases (E.C. 3.1.1.3) comerciais Novozym® 435 (10000 PLU/g), Lipozyme®
TL-IM (250 TUN/g) e Lipozyme® RM-IM (275 IUN/g) foram doadas pela Novozymes A/S
(Espanha). O 4cido oleico (P.A. 99%) foi obtido da Synth (Sao Paulo, Brasil), o etanol (P.A
96%) da Dinamica (Sao Paulo, Brasil) e o dleo de frango obtido no mercado local (Redengao,
Brasil). A placa de silica comercial Alugram® da marca Macherey-Nagel utilizada na CCD foi
doada pelo Universidade Federal do Ceard — (UFC). Os reagentes empregados na
caracterizagdo da matéria-prima e produtos gerados foram todos de grau analitico. Para a
elaboragdo do planejamento experimental do tipo DCCR foi utilizado o software
STATISTICA da StatSoft® na versdo 10.0. E ainda, para criagdo de tabelas e graficos foram
utilizados respectivamente o Microsoft Excel 2013 da Microsoft® e o OriginPro 9.1 do

OriginLab®.

4.2 Tratamento da matéria-prima

O odleo de frango bruto foi obtido a partir da desidratagdo forcada de frangos
conseguida através de um forno rotativo a gas, comumente conhecido por assador de frangos.
Esse dleo inicialmente passou por um aquecimento prévio a uma temperatura de 40°C, para
diminuir sua viscosidade e facilitar sua homogeneizacdo através de um agitador magnético,
para em seguida receber 5% m/m de Celite® Diatomite para remover particulas muito finas
que passariam ou saturariam o papel de filtro na etapa posterior, que € a filtragem do dleo.
Apos a adicdo de Celite® Diatomite manteve se o 6leo sob a mesma agitacdo e temperatura
descritas acima durante um periodo de 15 minutos. Finalizada esta etapa o dleo passou por
uma filtragem a vacuo para remogio da Celite® Diatomite. Em seguida, foi adicionado 10%
m/m de Sulfato de Sédio Anidro (Na2SO4) ao 6leo clareado e isento de Celite® Diatomite
para remog¢ao da umidade presente no dleo. Apds a remog¢do da umidade o dleo passou por
mais uma filtragem a vacuo para remocao do Sulfato de Sddio Anidro (Na2SO4). A figura 7
abaixo apresenta a matéria-prima no seu estado bruto (Figura 6A) e a matéria-prima resultante

do tratamento (figura 6B).
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Figura 7 — Oleo de frango no seu estado bruto (conforme obtido em coleta) e apds a exposi¢do
ao tratamento térmico e mecanico (40°C e agitacdo constante), de filtragem e de

desumidificacio (usando Celite® Diatomite e Sulfato de Sédio Anidro).

e\ Sl ]
A: Matéria-prima bruta; B: Matéria-prima tratada.
Fonte: Autor

4.3 Obtencio do oleo de frango hidrolisado

O procedimento experimental descrito por Lima e Fernandes (2014) para extra¢ao
de acido graxo foi ajustado para o uso de um sistema de refluxo e aquecimento ao invés de
um sistema com ultrassom. Sendo assim, utilizando uma reacdo de saponifica¢do seguida de
hidrolise foi possivel obter os acidos graxos do dleo em estudo. A reagdo ocorreu em um
sistema formado por condensador acoplado a um baldo de fundo redondo de 1L suspenso
sobre um banho de glicerina liquida. No interior do baldo uma solugdo alcodlica contendo
54,45g de KOH e 500mL de etanol foi misturada ao 6leo de frango quando o mesmo atingiu
50°C. Sob agitagdo constante a uma temperatura de 80°C a solugdo permaneceu durante 1h.

Apos a finalizacdo do tempo de 1 hora o produto da etapa de saponificagdo foi
dissolvido em uma solugdo de acido cloridrico 6 molares até obtencdo de pH igual a 2,0. O
uso da solugdo de HCI foi necessario para transformar os sais obtidos da saponificagdo em
acidos graxos, e a agua contida na solugcdo para dissolver o dlcool, a glicerina e
posteriormente os sais de cloreto de potdssio que se formaram com adi¢do do acido cloridrico.
Adaptado de (LIMA; FERNANDES, 2014). A mistura obtida foi transferida para um funil de
decantagdo para em seguida se separar a camada aquosa da massa de 4cido sobrenadante.

Em um funil de decantacdo a massa de acido graxo obtida apds a reagdo de
saponificacdo seguida de hidrélise foi lavada com 4gua destilada até que o pH da agua
residual se mostrasse igual ou aproximadamente 6. Em seguida, essa massa de acido graxos
foi deixada em repouso com sulfato de sodio anidro (Na2SO4) para ser desumidificada. A

determinacdo do indicie de acidez seguiu a mesma metodologia detalhada por Santos (2011)
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diferenciando se apenas a concentragao molar da solu¢cdo de NaOH, que desta vez foi de 0,02

molar. O cdlculo do indice de acidez ¢ descrito no item 4.4.1 a seguir.

4.4 Caracterizacio fisico-quimica do 6leo de frango
Para a caracterizagdo fisico-quimica do oleo de frango, utilizado como matéria-

prima principal neste estudo, as andlises a seguir foram realizadas.

4.4.1 1indice de Acidez

O ¢dleo de frango recém coletado (6leo bruto) foi submetido a andlise por indice de
acidez, assim como o dleo obtido da reacdo de saponificacdo seguida de hidrolise (Sleo
hidrolisado). O teste se deu por meio do gotejamento de uma solu¢do de NaOH 0,1 molar.
Para a determina¢do do indice de acidez realizou-se a titulagdo de uma solucdo contendo 2g
de oleo bruto ou hidrolisado, 20mL de éter alcoolico e 3 gotas de fenolftaleina até a solugdo
ficar com uma colorag@o levemente rdsea permanente. Em seguida, com auxilio da equagdo 1

a baixo foi determinado o indicie de acidez (SANTOS, 2011).

Vg
IA(mgNaOH/g) = ]-uNaOHXMMNaOfox(NTOH) (1)

Onde: ly,oy ¢ molaridade ou concentragdo molar em mol/L de NaOH;
MMy q0mx € @ massa molar de NaOH; f € o valor do fator determinado pela padronizagdo de
NaOH; Vygqon ¢ 0 volume de NaOH gasto na titulagdo; m ¢ a massa da amostra a ser

analisada.

4.4.2 Estabilidade Oxidativa

A estabilidade a oxidacdo do biodiesel esta sujeita as diferentes propor¢des de
acidos graxos saturados e insaturados presentes nos dleos e gorduras vegetais utilizados. Esse
parametro estd incluso nas normas (ASTM D6751 2011) e (EN14214 2003) a qual utiliza o
método EN 14112 (Rancimat) como ferramenta de avaliagdo. E estas estabelecem limites
minimos, os quais devem estar especificados (MACHADO, 2014). Seguindo a Norma EN
14112 determinou-se a estabilidade oxidativa do dleo de frango hidrolisado, por meio do
método do Rancimat, através do equipamento ilustrado na figura 8. Como estabelecido na
norma, sdo exigidos uma temperatura de 110°C e um tempo minimo de analise de 8 horas

para o aparecimento dos produtos primarios de oxidacdo. Adaptado de (RODRIGUES, 2013).



34

Figura 8 - Equipamento usado nos ensaios oxidativos segundo a EN 14112 (Rancimat 873 da

METROHMP).
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Fonte: (VALLE, 2015).

4.4.3 Indice de Saponificacio

Para a determinagdo do indice de saponificagdo utilizou-se um sistema de refluxo
em conjunto de um agitador magnético. Inicialmente pegou-se uma amostra de 2 g de dleo de
frango hidrolisado e adicionou-se a um Erlenmeyer de 250 mL contendo 25 mL de uma
solugdo alcodlica de KOH 4% m/v. Em seguida, foi preparado um branco e procedeu-se ao
andamento analitico, simultanecamente com a amostra. Sob agitacdo constante a uma
temperatura de 80°C a solugdo permaneceu durante 1 hora. Apds o tempo de reacio,
desconectou-se o condensador do Erlenmeyer e adicionou-se 1 mL do indicador fenolftaleina
para em seguida dar inicio a titulacdo com uma solucdo de acido cloridrico 0,5 M, persistindo
até o desaparecimento da coloragdo résea (LUTZ, 2008). Por meio da equacdo 2 a abaixo

determinou-se o valor do indice de saponificacdo da amostra.

26,6%f*(B—A)

Indice de saponificacdo (mgKOH/g) = 5 2)

Onde: A ¢ o volume gasto na titulagdo da amostra; B ¢ o volume gasto na

titulagdo do branco; f € o fator da solu¢do de HC1 0,5 M; P € o n® de g da amostra.
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4.4.4 Densidade e Viscosidade

Para a determinagdo desses parametros foi utilizado o equipamento Stabinger
Viscometer ™ SVM 3000 (viscosimetro digital) da marca Anton Paar. A andlise de densidade
foi realizada de acordo com a norma NBR 14065 e a andlise de viscosidade conforme NBR
1044 (VALLE, 2015). Com apenas 2,5mL de amostra, sdo mensurados os valores da
viscosidade dindmica [mPa.s] e da densidade [g/m?] da amostra, para em seguida, a partir

destas, a viscosidade cinematica [mm?/s] ser calculada.

Figura 9 - Stabinger Viscometer ™ SVM 3000 da marca Anton Paar utilizado na

determinagdo da Viscosidade Cinematica (mm?'s) e Densidade (g/cm?).

Fonte: (PAAR, 2015b)

4.4.5 Umidade

O aquecimento direto da amostra a 105°C (método da estufa) € o processo mais
usual, porém também sdo utilizados processos com aquecimento em estufas a vacuo, de
destilagdo com liquidos imisciveis, e baseados em reagdes que se ddo em presenca de agua,
como o método de Karl Fischer (LUTZ, 2008).

Para a determina¢do da umidade foi pesada 2 g do o6leo de frango hidrolisado em
uma capsula de porcelana, previamente tarada. Em seguida, utilizando uma estufa aqueceu
durante 1 hora a capsula contendo o 6leo. Finalizado o tempo de 1 hora transferiu-se a capsula
para um dessecador até que se atinge a temperatura ambiente necessaria a realizacdo da
pesagem da mesma em uma balanga analitica. Foi necessario repetir a operagdo de
aquecimento e resfriamento até o peso do oleo ficar em um valor constante. Ao final do

ensaio, com o auxilio da equagdo 3 pode-se conhecer o valor da umidade presente no éleo de

frango hidrolisado (LUTZ, 2008).
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Umidade e material volatil (% %) = 102*1\’ 3)

Onde: N € n° de gramas de umidade (perda de massa em g) e P € n° de gramas da

amostra.

4.5 Determinacio do perfil de acidos graxos

A analise da composi¢do em triacilglicerois foi realizada por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometro de Massa - (CG-EM) através de um CGMS-QP2010 SE da
marca SHIMADZU utilizando as seguintes condigdes operacionais: temperatura do injetor a
250°C, Interface a 300°C e fonte de ion a 240°C. E ainda, o cromatografo usava uma coluna
RESTEK-RTX® 5MS (crossbond® 5% difenil/ 95% dimetil polisiloxano) de 30 metros de
comprimento com diametro interno de 0,25mm e espessura do filme igual a 0,25um. A
analise iniciou-se com a coluna a uma temperatura de 160°C a uma taxa de aumento de
2°C/min até a temperatura de 200°C, em seguida a uma taxa de aumento de 45°C/min até a
temperatura de 290°C, onde permaneceu por 10 minutos, totalizando em uma corrida de 35
minutos (SCHULER, 2010). Ao final da corrida foram gerados cromatogramas e seus
respectivos espectros, informando em detalhes o perfil de acidos graxos presentes no dleo de

frango analisado.

4.5.1 Calculo da massa molar média do dleo de frango

Partindo do perfil de 4cidos graxos determinados no item anterior foi possivel
realizar o calculo da massa molar do 6leo de frango, a partir da equagdo 4 abaixo. O
conhecimento da massa molar do 6leo ¢ necessario e fundamental para o conhecimento das
condicdes de reagdo utilizadas na producao dos ésteres etilicos, pois alguns parametros, como
a adi¢do de dlcool ao meio reacional, se baseiam na relagdo estequiométrica do mesmo em
relacdo ao 6leo. O calculo para a determinagdo da massa molar do 6leo de frango foi adaptado

de Silveira (2014).

MM(g/mOl)écidos graxos — {(Z(Mécido graxo * Apico) * 3} - Mhidrogénio (4)

Onde: MM (g/mol)scidos graxos Tepresenta a massa molar média do o6leo de
frango; Myciqo graxo representa a massa molar de cada acido graxo presente na composi¢do do

Oleo de frango; Ap;., representa a drea abaixo da curva ou do pico de cada 4cido graxo
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presente na composi¢do do dleo de frango; Mp;4rogenio TEPresenta a massa molar de quatro

hidrogénios.

4.6 Determinacido da melhor combinacido de enzimas

A combinagdo ocorreu entre duas enzimas e foi pensada de tal forma que a
enzima 1 mantivesse seu percentual variando de 0 a 100%, ao passo que a enzima 2
completasse o percentual necessario a perfazer 100% da massa de biocatalisador. A tabela 3
apresenta essa informacdo de forma mais clara. Neste contexto, foram geradas as seguintes
combinagdes possiveis entre os diferentes biocatalisadores utilizados: Lipozyme® TL-IM e
Lipozyme® RM-IM; Lipozyme® TL-IM e Novozym® 435; e Lipozyme® RM-IM e
Novozym® 435. As combinagdes de enzimas, descritas aqui, foram avaliadas para se conhecer
a propor¢do de enzimas combinadas que melhor favorece a conversdo de ésteres na sintese de
oleato de etila a seguir (item 4.6.1). Conhecida a melhor combinag¢do de enzimas, esta sera

utilizada na reacdo de esterificagdao do 6leo de frango hidrolisado.

Tabela 3 - Combinag¢do percentual entre enzimas utilizadas na sintese de oleato de etila. A
enzima 1 varia de 0% a 100% enquanto a enzima 2 varia de 100% a 0% garantindo sempre

uma massa de catalizador igual a 100%.

Enzimal Enzima 2 Total de
(%) (%) catalisador (%)
0 100 100
25 75 100
50 50 100
75 25 100
100 0 100

Fonte: Autor

4.6.1 Sintese de Oleato de Etila

A sintese de oleato de etila foi realizada por meio da reagdo de esterificacdo
(figura 10) entre o acido oleico e o etanol (razdo molar 1:1) na presenca de 0,04g da
combinag¢do de enzimas, estabelecida no item 4.6 anterior. O quantitativo dos reagentes
mencionados aqui teve como base a sintese de oleato de etila realizada por Souza (2013). A
utiliza¢do do uso da razdo molar de 1:1, foi motivado tendo em vista que o excesso de alcool
pode remover a camada de 4dgua essencial que estabiliza a enzima imobilizada, bem como

formar complexos bindrios inibitdrios alcool-lipase (BERNARDES, 2008).
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Figura 10 - Reagdo de Esterificacao

A /0
R1-C + RZ'OH _— R1_C\ + H20
“OH 0-R,
acido graxo alcool éster agua

Fonte: (BERNARDES, 2008)

As reagdes ocorreram em duplicatas, em frascos de 2mL a uma temperatura de
37°C, e a 150 rpm gerados por um banho termostatico durante um periodo de 24 horas. A
determinacdo do percentual de ésteres etilicos formados pela reagao foi medido através do
indicie de acidez seguindo a metodologia detalhada por Santos (2011), diferenciando se
apenas a concentragdo molar da solu¢do de NaOH que desta vez foi de 0,02 molar. O célculo
do indice de acidez ¢ descrito no item 4.4.1, enquanto os valores de conversdo em ésteres sao
determinados pela equacao 5 abaixo.

Conversio(%) = IAI;IA" (5)
b

Onde: IA ¢ o valor do indice de acidez para as diversas combinagdes de enzima e

[A} € o indice de acidez do branco.

4.7 Acompanhamento cinético da reacio de esterificacio do é6leo de frango

O tempo ¢ um fator importante a ser considerado em bioprocessos tendo em vista
que ele pode influenciar o nivel de conversdo de ésteres e o custo da produgdo, ja que muitas
horas de reacdo aumentam o consumo de energia pelo processo (FONTES, 2012). Nesse
contexto, se fez necessario conhecer o comportamento catalitico das enzimas ao longo do
tempo de reacdo de esterificagdo do 6leo de frango.

A reagdo de esterificacdo do 6leo de frango foi realizada para uma razdo molar 1:1
(Alcool: Acido) na presenga de etanol e de 0,12g da combinagio de enzimas (75% de
Lipozyme® RM-IM e 25% de Novozym®435). As reacdes ocorreram em frascos de S0mL a
37°C para uma agitagdo de 150 rpm gerados por um banho termostatico, para periodos de
tempos de 12h, 24h, 36h ¢ 48h. A forma de acompanhar a formagao de ésteres (conversao) foi

por indice de acidez seguindo a metodologia detalhada por Santos (2011) e descrita no item
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4.4.1, diferenciando se apenas a concentragcdo molar da solucdo de NaOH que desta vez foi de

0,02 molar.

4.8 Determinacio da atividade enzimatica

Afim de verificar o comportamento catalitico individual das lipases, e ainda
comprovar que a combinagdo de lipases determinada no item 4.6 ¢ de fato a melhor
combinacdo, por ser formada pelas enzimas de maior atividade catalitica, foi proposto um
ensaio experimental para determinar a atividade de esterificagdo das lipases, e para isso
tomou-se como base alguns estudos da literatura (FELTES, 2011; SANTOS et al., 2013;
RIGO, 2009; ERIG, et al., 2014).

As reagdes foram conduzidas em frascos de vidro com tampa mantidos em um
banho termostatico a 40°C e 150 rpm. A atividade de esterificagdo das lipases foi quantificada
através da reagdo de esterificagdo do acido oleico e n-propanol (razdo molar 1:1). Apos cerca
de 2 min do inicio da reag@o foram retiradas duas aliquotas de 150ul do meio reacional. Este
volume foi adicionado a um Erlenmeyer contendo 10 mL de solugdo de éter alcoolizado,
constituindo o tempo zero de reagdo (sem lipase). A determinag¢do do percentual de ésteres
etilicos formados pela reagdo de esterificagdo, para as amostras sem (branco) e com lipases,
foi medido através do indice de acidez seguindo a metodologia detalhada por Santos (2011),
diferenciando se apenas a concentracdo molar da solucdo de NaOH que desta vez foi de 0,1
mol/L. Em seguida, foi adicionada a lipase a ser avaliada, na propor¢ao de 6% em relacdo a
massa de acido oleico, ao meio reacional que foi submetido as condigdes de agitagdo e
temperatura descritas anteriormente. A atividade de esterificacdo das lipases foi avaliada para
periodos de tempo igual a 10 min, 20 min, 40 min e 120 min, em duplicatas, seguindo o
mesmo procedimento descrito para o tempo zero de reacdo. Uma unidade de atividade
enzimatica foi definida como a quantidade de enzima que consome 1 pmol de dcido graxo por

minuto, para as condi¢des descritas no ensaio.

_ (Vb=Va)xM*103+V f
- txm=Vc

AE (6)
Onde: AE (U/g) é a atividade de esterificacdo; Va (mL) ¢ o volume de NaOH

gasto na titulacdo da amostra retirada ao fim do tempo reacional (mL); Vb (mL) é o volume

de NaOH gasto na titulacdo do Branco; M (mol/L) ¢ a molaridade da solugdo de NaOH; Vf
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(mL) é o volume final do meio reacional (mL); t (min) é o tempo de reagdao; m (g) € a massa

de enzima utilizada; Ve (mL) é o volume da aliquota do meio reacional retirada para titulagéo.

4.9 Planejamento Experimental

A partir do software STATISTICA® um Delineamento Composto Central
Rotacional - (DCCR) foi utilizado para a criagdo de um planejamento experimental, contendo
17 ensaios experimentais a serem realizados. O planejamento adotado utilizou um fatorial
completo de 23, com trés variaveis e cinco niveis como apresentado na tabela 4 a seguir. Os
valores dos niveis (-1 e 1) correspondem aos valores minimo e maximo das varidveis
utilizadas no planejamento experimental, sendo estas fundamentadas nos dados mais usuais
da literatura. E por meio da média obtida desses valores foi obtido o valor correspondente ao
ponto central do planejamento. J4 os niveis (-1,68 e 1,68), que representam os pontos axiais,
foram gerados automaticamente pelo software. Em um DCCR os nimeros de pontos axiais
sdo iguais ao dobro do nimero de fatores, representam os valores extremos do planejamento e
sdo eles que permitem estimar eficientemente os termos quadraticos do modelo matematico

usado pelo planejamento fatorial (PORTAL ACTION, 2017).

Tabela 4 - Valores numéricos e codificados das variaveis adotadas no planejamento

experimental para a reacdo de esterificacdo do o6leo de frango.

. Niveis
Variaveis
-1,68 -1 0 1 1,68
X! Temperatura (°C) 31,6 35 40 45 48,4
X2 Massa de biocatalisador (%) 1,6 4 6 8 9,4
X3 Quantidade de Agua (%)" 2,6 5 10 15 18,4

*Estdo expressos em percentual (% m/m), em relagdo & massa de dleo adicionada, a qual foi de 2 g em todos os
experimentos.
Fonte: Autor

4.9.1 Esterificacao do 0leo de frango

As reacdes de esterificacio do oleo de frango foram realizadas conforme
planejamento experimental, descrito na tabela 5, gerado a partir da tabela 4. O 6leo de frango
hidrolisado foi inserido em frascos de 15mL juntamente com etanol e agua destilada na
presenca da combinagio de enzimas (75% de Lipozyme® RM-IM e 25% de Novozym® 435).
A tabela 5 a seguir apresenta os quantitativos das varidveis propostas pelo planejamento
experimental. Todos os 17 experimentos descritos reagiram a uma agitacdo constante de 150

rpm durante 24 horas em um banho termostatico. Essas variaveis foram adotadas tendo em
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vista os otimos valores de conversdo alcangados na esterificagdo do acido oleico para a
producdo de oleato de etila descritos por Souza (2013), com essa agitagdo o autor conseguiu
uma conversdo de aproximadamente 90% em 24h a 37°C. Ja o tempo foi escolhido a partir do
estudo cinético descrito no item 4.7 desse trabalho.

A determinagdo do percentual de ésteres etilicos, formados pela reacdo, foi
medido através do indicie de acidez seguindo a metodologia detalhada por Santos (2011)
diferenciando se apenas a concentracdo molar da solucdo de NaOH que desta vez foi de 0,1
mol/L. O calculo do indice de acidez ¢ descrito no item 4.4.1, enquanto os valores de

conversdo em ésteres sdo determinados pela equacdo 5 descrita no item 4.6.1.

Tabela 5 - Quantitativo das varidveis adotadas nas reagdes de esterificacdo do dleo de frango,

geradas pelo planejamento experimental fatorial completo 23.

11\51 Varidveis independentes

i Codificadas Reais

é X! X2 X3 Alcool (L) Oleo (uL) Agua (L) RM-IM (g) Nov435(g) T (°C)
S

1 -1 -1 -1 137,8 2178,6 100,0 0,06 0,02 35
2 -1 -1 1 137,8 2178,6 300,0 0,06 0,02 35
3 -1 1 -1 137.,8 2178,6 ’ 100,0 0,12 0,04 35
4 -1 1 1 137.,8 2178,6 300,0 0,12 0,04 35
5 1 -1 -1 137,8 2178,6 g 100,0 0,06 0,02 45
6 1 -1 1 137,8 2178,6 300,0 0,06 0,02 45
7 1 1 -1 137.,8 2178,6 " 100,0 0,12 0,04 45
8 1 1 1 137.,8 2178,6 300,0 0,12 0,04 45
9 -1,68179 0 0 137.,8 2178,6 200,0 0,09 0,03 31,6
10 1,68179 0 0 137,8 2178,6 200,0 0,09 0,03 48,4
11 0 -1,68179 0 137,8 2178,6 200,0 0,024 0,008 40
12 0 1,68179 0 137,8 2178,6 200,0 0,141 0,047 40
13 0 0 -1,68179 137,8 2178,6 56,6 0,09 0,03 40
14 0 0 1,68179 137.,8 2178,6 368,0 0,09 0,03 40
15© 0 0 0 137.,8 2178,6 200,0 0,09 0,03 40
16© 0 0 0 137,8 2178,6 200,0 0,09 0,03 40
17© 0 0 0 137,8 2178,6 200,0 0,09 0,03 40

X1: Temperatura (C°), X2: Massa de biocatalisador (%); X3: Quantidade de Agua (%); E: Teor de ésteres (%);
©: Refere-se ao ponto central adotado pelo planejamento experimental.
Fonte: Autor

4.10 Estabilidade Operacional dos biocatalisadores

Para aplicagdes industriais ¢ requerida a estabilidade enzimatica no meio de
reacdo, permitindo reagdes de varios lotes e a implementagdo de sistemas continuos ou
descontinuos com reutilizagdo sucessiva desses biocatalisadores, uma vez que essas

preparagdes enzimdticas possuem um valor elevado (SOARES, 2014). Portanto, os
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biocatalisadores devem ser submetidos a varios ciclos de reagdo nas condi¢des ideais para
verificar a viabilidade de um processo repetido, ja4 que o0 mesmo constitui um fator importante
na economia do processo (ALVES, et al., 2014).

A estabilidade operacional por reacdo de esterificagdo foi realizada através da
sintese consecutiva de oleato de etila, descrito no item 4.6.1, uma vez que o 6leo de frango
hidrolisado era uma matéria-prima escassa ¢ poderia ndo ser suficiente para a realizagdo do
ensaio, ao contrario do acido oleico que se tinha em abundancia. Ao final das rea¢des ou antes
de cada ciclo reacional as enzimas foram lavadas com hexano para a remocdo de produtos

residuais e substratos nao reagidos, conforme metodologia descrita por Souza (2013).

4.11 Verificacido do comportamento catalitico combinado e individual das lipases

Com o intuito de verificar e comparar os valores de conversdo em ésteres
produzidos pelas lipases individuais ¢ combinadas, utilizou-se o 6leo de frango hidrolisado
como substrato na reag@o de esterificacdo e as condi¢des do experimento 16 do planejamento
experimental, tendo em vista que esse foi o experimento que resultou na melhor conversao em
¢ésteres etilicos para as variaveis estudadas (Temperatura, massa de biocatalisador e teor de
agua), descritas no item 4.9. Neste ensaio foram avaliadas individualmente as enzimas
Lipozyme® RM-IM, Lipozyme® TL-IM e Novozym® 435. Ainda, de forma a comparar o
comportamento catalitico individual das lipases na reacdo, a combinacio entre Lipozyme®
RM-IM e Novozym® 435 na propor¢do de 75% e 25%, respectivamente, foi avaliada nas

mesmas condi¢gdes impostas as lipases individuais.

4.12 Caracterizacio fisico-quimica dos ésteres etilicos

As analises fisico-quimicas dos ésteres etilicos obtidas do 6leo de frango foram
realizadas de acordo com os procedimentos descritos nos itens: 4.4.1; 4.4.2 e 4.4.4,
diferenciando-se apenas o analito, que neste caso s@o os ésteres etilicos formados na reagdo de

esterificacdo do dleo de frango hidrolisado.

4.13 Cromatografia em Camada Delgada - (CCD)

De forma a acompanhar qualitativamente o andamento e os resultados da
esterificagdo, as amostras foram analisadas via CCD, utilizando uma placa de silica comercial
de 3 cm x 5 cm. Para este método utilizou-se como fase movel uma solugao contendo 95%v/v
de hexano (Dindmica) e 5%v/v de acetato de etila (Synth), e uma solucdo de permanganato de

potassio como agente revelador. Para verificar e comparar a eficiéncia das reagdes aplicou-se
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um ponto na placa correspondente ao material de partida (6leo de frango hidrolisado). As
amostras retiradas das reacdes e do material de partida foram impregnadas na placa em linha
horizontal com espagamento entre amostras de 0,5 cm, utilizando um capilar de vidro a fim de
conseguir adigdes minimas na base da placa. Apos a aplicacdo das amostras a placa foi
transferida para uma cuba contendo cerca de 3 mL da fase mdvel, para que o solvente
ascendesse pela placa até a distancia de cerca de 0,25 cm da borda superior. Atingida a
marcagdo superior da placa pelo solvente, a placa foi retirada da cuba para que o excesso de
solvente secasse. Em seguida, a placa foi imersa em uma solu¢do reveladora (agente
revelador) para que os diferentes constituintes da amostra de partida e das reacdes fossem

visiveis ao olho humano. Adaptado de (SILVA, 2011).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil de acidos graxos do 6leo de frango

A andlise da composi¢do dos triglicerideos presentes no dleo de frango foi
realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometro de Massa - (CG-EM), e como
resultado da andlise foram gerados o cromatograma apresentado na figura 11 e seus

respectivos espectros, presentes no anexo 1, informando em detalhes o perfil de acidos graxos

presentes no 6leo de frango analisado.

Figura 11 - Cromatograma do 6leo de frango obtido através do CGMS-QP2010 SE da marca
SHIMADZU. As demais especificacdes sdo descritas no item 4.5.
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Fonte: Autor

Por meio da cromatografia revelou-se o percentual equilibrado de 4cidos graxos
presentes no dleo de frango, contendo 49,16% de acidos graxos saturados com majoritario de
acido palmitico (C16:0), representando 38,09% do contetdo total de acidos graxos, € os
acidos graxos insaturados (monoinsaturados e poliinsaturados) totalizando 50,84% com
majoritario dos acidos oleico (C18:1) e linoleico (C18:2), representando 24,41% e 21,04% do
conteudo total de acidos graxos, respectivamente. A descricdo detalhada dos acidos graxos

constituintes do 6leo de frango sdo apresentados na tabela 6 a seguir.
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Tabela 6 - Acidos graxos presentes no 6leo de frango obtidos por CG-EM. As demais

especificacdes sdo descritas no item 4.5.

Acido graxo  Nome conum Nome [UPAC Formula ~ Peso molecular (g/mol) Porcentagem (%)
Cl6:1 Palmitoléico 9-Hexadecenoic acid, methylester, ~ Cy,H3,0, 268,00 5,39
C160 Palmitico Hexadecenoic acid, methyl ester, Cy7H3,0, 270,00 38,09
C182 Linolico  methyl 10-trans, 12-cis-octadecadienoate  C19H340, 294,00 21,04
Cl181 OKico 9-Octadecenoic acid, methyl ester C1oH360, 296,00 2441
CI180 Estedrico Methyl stearate C1ol550, 298,00 11,07

Fonte: Autor

5.1.1 Massa molar média do 6leo de frango

Apods a determinagdo do perfil de acidos graxos foi possivel calcular a massa
molar para o 6leo de frango. O valor calculado para massa molar foi de 847,67 g/mol, valor
bem proximo dos valores encontrados por Guimardes (2016) e por Boey et al. (2011),
respectivamente, 856,2 g/mol e 885 g/mol. Este dado ¢ indispensavel para a realizagdo das
reacdes de sintese dos ésteres etilicos, tendo em vista que a adicdo de alcool, massa de
biocatalisador e quantidade de 4gua utilizadas foi realizada de maneira estequiométrica em

relacdo ao 6leo de frango.

5.2 Caracterizacio fisico-quimica do d6leo de frango

Os resultados da caracterizagdo fisico-quimica do 6leo de frango hidrolisado sdo
apresentados na tabela 7 abaixo. Todos os valores foram obtidos em duplicata seguindo as
metodologias descritas no item 4.4. Realizando uma busca na literatura observou-se que
alguns dos resultados encontrados possuem coeréncia € uma aproximagdo com a mesma, ja
outros nem tanto. Essa variagdo pode estar relacionada, a exemplo, ao atual estado de
degradagao do dleo, pois o tipo de perfil de acidos graxos pode acelerar ou nao o processo de
oxidacdo e degradacdo do 6leo, quando armazenados ou transportados de maneira inadequada

(SILVA, 2015).
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Tabela 7 - Resultados da analise fisico-quimica do 6leo de frango para os ensaios de indice de

Acidez e Saponificacdo, Estabilidade Oxidativa, Umidade, Densidade ¢ Viscosidade.

Parametros avaliados Autor Literatura
Lo . 0,18+0,01" 0,13 + 0,04 (LIN; TSAI, 2015)
’ Indice de Acidez (mgKOH/g) 134,78+1,02° . ]

Indice de Saponificagdo (mgKOH/g) 173,21£1,02 194,30+0,05 (BOEY eral, 2011)

Estabilidade Oxidativa (Horas) 0,25+0,04 0,85+0,20 (Dias, 2014)
Umidade (% m/m) 4,47+0,87 1,00+0,03 (OL“;%II%‘” al.

Densidade (g/cm?) 0,92+0,02 0,93+0,01 (ALPTEKIN;
Viscosidade Cinematica (mm?/s) 36,91+0,01 59,20+ 0,02 CANAKCI, 2010)

* Correspondente ao dleo bruto e ** ao 6leo hidrolisado. Fonte: Autor

O ensaio de indice de acidez é conseguido através de uma neutralizacdo simples,
formando sais e agua como produtos, e corresponde ao nimero de miligramas de KOH
necessario para neutralizar a acidez de 1g de uma amostra de 6leo ou gordura (mgKOH/g),
sendo essa acidez consequéncia da presenca de 4cidos graxos livres na amostra
(RODRIGUES, 2013). O valor da acidez encontrada ¢ um dado importante na avaliacdo do
estado de conservacdo do dleo, pois alguns processos (e.g., hidrdlise, a oxidagdo ou
fermentacdo) alteram quase sempre a concentracdo dos ions hidrogénio presentes nesses
oleos, devido a fatores (e.g., aquecimento e luz) que aceleram a decomposi¢do dos
glicerideos, sendo a rancidez quase sempre acompanhada pela formagdo de acidos graxos
livres (VALLE, 2015). O ¢leo de frango bruto analisado apresentou uma baixa acidez
(0,18+0,01 mgKOH/g), o que ¢ desejavel na reagcdo de transesterificagdo por evitar a
formacdo de emulsdo durante a purificacdo do biodiesel (MOURA, 2008). Porém, como este
trabalho ndo se trata de uma reacdo de transesterificacdo, mas sim de uma esterificacdo, a
acidez ndo ¢ um problema, e por meio do processo de saponificagdo seguida de hidrélise o
0leo teve sua acidez aumentada. Por se tratar de uma reag¢do envolvendo catalisadores
enzimaticos, ndo ha a formacdo sabdes, o que consequentemente favorece o aumento do
rendimento reacional e exclui uma possivel etapa de purificagdo do biodiesel (SOUZA, 2013).

Oleos, gorduras e seus derivados sempre estdo sujeitos a oxidagdo devido fatores,
como a exposi¢ao ao calor e ao ar, a presenca de tracos de metais e insaturagdes e ao longo
tempo de armazenamento. A presenca de acidos graxos insaturados favorece os processos de
degradagdo oxidativa devido a auto-oxidagdo lipidica, associada a rea¢do do oxigénio com os
acidos graxos insaturados presentes nos dleos, gorduras e seus derivados (VALLE, 2015;
FREIRE; FILHO; FERREIRA, 2013). Quando se trata do uso continuo de algum produto ou

material temos que contar com o fato que o tempo e as condi¢cdes de estocagem podem
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ocasionar a degradacdo dos mesmos, pois a presenga de acidos graxos insaturados acelera o
processo de oxidacdo e polimerizacdo, devido ao numero de instauragdes presentes no 6leo
(SILVA, 2015). Sendo assim, o ensaio de estabilidade oxidativa realizado ¢ um indicativo
quanto ao estado de degradacdo de oleos e gorduras. Rodrigues (2013) afirma que a presenca
de acidos graxos insaturados em grande quantidade no dleo pode oferecer uma baixa
estabilidade oxidativa, como ¢ o caso do oleo de frango. Esse ensaio ¢ um ensaio acelerado
que permite verificar o periodo de tempo que O6leos podem ficar armazenados em
determinadas condi¢des até apresentarem o processo de propagacdo da reacdo de oxidagdo
(MACHADQO, 2014). Neste trabalho encontrou-se um valor de estabilidade oxidativa de 0,25
horas, ficando abaixo do valor encontrado por Dias (2014). Neste contexto, esse valor pode
estar relacionado ao percentual de insaturagdo apresentado pelo dleo de frango bruto (50,84%)
indicado pela analise cromatografica, descrita no item 5.1.

O indice de saponificagdo ¢ definido como a quantidade de miligramas de KOH
requerido para saponificar 1g de 6leo ou gordura, e indica a quantidade de base a ser utilizada
para saponificar completamente o 6leo ou gordura utilizada na reagdo (RODRIGUES, 2013).
Segundo Valle (2015) através da rea¢do de saponificacdo sdo obtidos uma mistura de sais
alcalinos de acidos graxos (sabdes) e glicerol, quando um dleo ou gordura ¢ aquecido na
presenca de uma solucdo aquosa alcalina de NaOH ou KOH. O ensaio de saponificacdo
realizado sinalizou a formagdo eficiente de acidos graxos provenientes da reacdo de
saponificacdo seguida de hidrolise, uma vez que a acidez do dleo de frango passou de um
valor de 0,18+0,01 mgKOH/g para um valor de 134,78+1,92 mgKOH/g.

Uma vez conhecida a viscosidade dindmica, que segundo Paar (2015a) ¢ usada
para investigar mudancas de viscosidade a diferentes temperaturas, e a densidade, que
segundo Santos (2016) ¢ a medida que correlaciona a massa de uma sustancia com o seu
volume ocupado, podemos determinar a viscosidade cinematica. Ela ¢ muito importante pois
¢ um indicativo do comprimento da cadeia carbdnica e do grau de saturag@o dos acidos graxos
presentes em Oleos e gorduras (VALLE, 2015). Neste trabalho os valores encontrados para a
viscosidade cinematica e para a densidade estdo bem proximos dos valores observados por
Alptekin e Canakci (2010). Os autores encontraram um perfil de dcidos graxos similar a esse
trabalho, apenas diferenciando-se pela presenga do C14:0 e C18:3 e seus respectivos
percentuais. O que explicaria a pequena diferenga da viscosidade cinematica encontrada em
relacdo a literatura, seria a variacdo do comprimento da cadeia carbdnica (C16, C18 e Cl14,
C16, C18) e do grau de saturacdo (49,16% e 32,6%) dos acidos graxos presentes no 6leo

utilizado neste trabalho e do utilizado pelo autor citado, respectivamente (VALLE, 2015).



48

A agua é um parametro que deve ser ajustado a um valor determinado, ja que
promove a hidrolise de dleos, gorduras e seus derivados, e esta associada a proliferacdo de
micro-organismo, diminui¢do do calor de combustdo, corrosdo em tanques de estocagem e
das pegas metalicas do motor (VALLE, 2015). Todas as matérias-primas ou produtos gerados
contem agua em maior ou menor propor¢do, € a umidade medida corresponde a perda em
peso de agua e substancias volateis quando esses sdo aquecidos em condigdes necessarias a
ocorréncia dessa perda. O significativo valor de umidade apresentado pelo dleo frango bruto
pode estar relacionado ao fato de que dleo foi refrigerado algumas vezes, e ainda por ndo ter
sido desumidificado adequadamente apds a etapa de adequagdo de pH (6,0) onde o mesmo foi
lavado apds a reagdo de saponificacdo seguida de hidrolise. Esse parametro ¢ um fator que
pode favorecer tanto a hidrdlise como a esterificagdo, ja que a atividade catalitica e a

estabilidade das lipases sdo influenciadas (CHRISTOPHER et al., 2013).

5.3 Combinacio de enzimas

A combinagdo de lipases aplicada a produg¢do de biodiesel, j& mencionada
anteriormente, tem como principio o aumento da taxa de reagdo, diminui¢cdo dos niveis de
glicéridos residuais, ampliagdo do nivel de especificidade ao substrato, dentre outros (HAMA;;
KONDO, 2012). Analisando a figura 12, das reacdes realizadas a melhor conversdo alcancou
um valor de 86,54+0,76% utilizando uma combinacio de 75% de Lipozyme® RM-IM e 25%
de Novozym® 435, enquanto a pior conversio resultou em 70,11+1,54% com 75% de
Lipozyme® TL-IM e 25% de Lipozyme® RM-IM. Em meio aos resultados apresentados na
figura 12 percebe-se que ha um aumento da conversdo a medida que a combinacéo percentual
da Lipozyme® TL-IM é reduzida junto a Lipozyme® RM-IM. Entretanto, para as combinagdes
percentuais junto a Novozym® 435, nio foi observado aumento nem redugdo na conversio
obtida. Se compararmos a conversio individual de 67,87+1,2% referente a Lipozyme® TL-IM
com os das combinagdes, observamos que a Lipozyme® TL-IM combinada com as outras

enzimas tem sua conversao melhorada.
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Figura 12- Conversoes da sintese de oleato de etila para as combinagdes de enzimas:
Lipozyme® TL-IM e Lipozyme® RM-IM (m), Lipozyme® TL-IM e Novozym® 435(e), e
Lipozyme® RM-IM e Novozym® 435 ( A); para as condi¢des: razdo molar de 1:1 (4lcool:

6leo), 37°C, 150 rpm e 24 horas.
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Ao avaliarmos o comportamento da combinagdo entre a Lipozyme® RM-IM e
Novozym® 435, observamos um pequeno aumento da conversio a medida que a combinagio
percentual da Lipozyme® RM-IM ¢é aumentada junto a Novozym® 435. Esse comportamento
apresentado pela Novozym® 435 é devido a sua capacidade de poder catalisar o substrato
independente da regido do grupo funcional, ao contrario das Lipozyme® TL-IM e RM-IM que
sdo regiosseletivas (VERAS, 2012). Aguieiras, Souza e Langone (2013) usando a Lipozyme®
RM-IM obtiveram conversdes superiores a 90% na sintese de oleato de etila em um reator
batelada fechado a 40°C apés 2h de reagdo. J4 Souza (2013) utilizando a Novozym® 435
observou uma conversao de 90% em 24h a 37°C sob agitagdo orbital.

Contudo, optou-se por utilizar a combinagio de 75% de Lipozym® RM-IM e 25%
de Novozym® 435 nas reagdes de esterificagdo do 6leo de frango, conforme planejamento
experimental descrito no item 4.9, j4 que essa foi a combinacdo de enzimas que melhor

favoreceu a reagdo de esterificagdo aplicada a producao de oleato de etila.

5.4 Cinética da reacio de esterificacido do o6leo de frango

Como mencionado anteriormente no item 4.7, o tempo ¢ um fator importante a ser
considerado tendo em vista que ele pode influenciar a conversdo de ésteres requeridos. A
figura 13 abaixo apresenta o acompanhamento cinético da reacdo de esterificacdo do 6leo de

frango para os tempos de 12h, 24h, 36h e 48h.
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Figura 13 — Cinética da reacdo de esterificacdo do oleo de frango na presenga da combinagdo
de enzimas (75% de Lipozyme® RM-IM e 25% de Novozym® 435) para as condigdes: razio
molar de 1:1 (4lcool: 6leo), 37°C, 150 rpm e 12h, 24h, 36h e 48h de reagao.
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Analisando o grafico acima observa-se que 24 horas é o tempo necessario para
que a reacdo alcance um valor maximo de conversio de 68,06% em ¢ésteres etilicos.
Inicialmente a conversdo ¢ mais rapida, por exemplo, se analisarmos o intervalo de tempo
entre o inicio da reagdo até as 12 horas de reagdo observaremos um aumento de conversdo da
ordem de 64,26%, enquanto a partir desse tempo de rea¢do ¢ observado um ganho de no
maximo 5,5% as 24 horas, e acima desse tempo o equilibrio reacional é constatado. Souza
(2013) presenciou um cendrio semelhante ao analisar durante 96 horas a produgdo de
biodiesel a partir da reagdo de esterificacdo. Em seu estudo pode observar que em 24 horas de
reacdo uma conversiao de 90% foi alcangada, ficando as demais horas sem nenhum aumento
significativo de conversdo. Segundo Wenlei e Ning (2010) a diminui¢do da atividade
enzimatica ao longo do tempo estd relaciona ao bloqueio dos sitios ativos da enzima
provocados pela producdo do glicerol, ao desprendimento da enzima do suporte de
imobiliza¢do ou pela mudanga da conformagdo da enzima. Neste estudo, dentre as possiveis
causas da diminuicdo da atividade enzimatica apds o tempo de 24 horas, a mais provavel
deve-se ao bloqueio dos sitios ativos da enzima, uma vez que a imobilizacdo reduz as chances

de perda da enzima para o meio reacional e mudangas da conformac¢do original da enzima
(MELO, 2012; SOUZA, 2013).
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5.5 Atividade enzimatica

O ensaio da atividade de esterificacdo das lipases teve como proposito constatar o
comportamento catalitico individual das lipases e comprovar que a combinagdo de enzimas,
que melhor favoreceu a reagao de sintese de oleato de etila, é formada pelas enzimas de maior
atividade catalitica. Nesse estudo, utilizou-se o acido oleico como doador acila, pois € o
principal &cido graxo constituinte do dleo de frango. A técnica original para a determinacio
da atividade de esterificacdo utiliza acido laurico (FELTES, 2011; SANTOS et al., 2013). A
figura 14 abaixo apresenta a conversdo em ésteres etilicos para cada uma das lipases
utilizadas, e ao mesmo tempo demonstra, por meio de graficos de colunas, a atividade desses

biocatalizadores.

Figura 14 - Atividades de esterificagio (U/g) referente a enzima Lipozyme® TL-IM,
Lipozyme® RM-IM e Novozym® 435 para as condi¢des reacionais (razio molar de 1:1

(Acido: Alcool), 40°C, 150 rpm; 10h, 20h, 40h e 120h de reag#o).
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Observando o grafico percebe-se que a medida que os dcidos graxos sdo
convertidos em ésteres na reagdo de esterificacdo a atividade enzimatica diminui, a exemplo, a
atividade enzimatica da Novozym® 435 decai de 36,16 U/g no inicio da reacdo (conversdo de
~ 41,9+0,11%) para 6,03 U/g ao final da reacdo (conversdo de = 90,1+£0,02%). Esse
comportamento deve-se a disponibilidade de substratos presentes no meio reacional, como

cita Leite, Filho e Rocha (2004), para uma dada concentracdo de enzima, a velocidade da
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reacdo aumenta com a concentracdo do substrato até um valor limite, onde inicia-se a
saturacdo dos sitios ativos da enzima. Neste contexto, os baixos valores de atividade
enzimatica, apresentados nas altas taxas de conversdo, podem estar relacionadas pela baixa
concentragdo de substratos presentes no meio reacional.

A Novozym® 435 ¢ a enzima atualmente mais utilizada em trabalhos envolvendo
reacdes de modificacdo de oleos e gorduras, principalmente por sua alta atividade e
versatilidade frente a diferentes substratos (SANTOS, 2011). A atividade de esterificagdo
encontrada para a lipase Novozym® 435 foi um pouco superior & encontrada para a
Lipozyme® RM-IM, e a mesma obteve a atividade de esterificacio superior a apresentada pela
Lipozyme® TL-IM, o que ja era esperado tendo em vista o comportamento apresentado na
analise da combinagdo de enzimas descrita no item 5.3. Na literatura foram encontrados
diferentes comportamentos para essas enzimas, a exemplo, temos o trabalho realizado por
Erig (2014) onde a lipase Novozym® 435 obteve o menor valor de atividade frente as lipases
Lipozyme® RM-IM e Lipozyme® 435, que obteve a melhor atividade. Contudo, pode-se
observar que as condi¢des em que essas lipases sdo expostas, os substratos utilizados e o tipo

de reacdo envolvida sdo fatores que podem influenciar a sua atividade catalitica.

5.6 Analise estatistica

Todas as andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o software
STATISTICA® 10.0, seguindo os niveis de significancia determinados em cada situagio,
conforme as condigdes utilizadas. A seguir sdo apresentadas os resultados e discussdes a
respeito do estudo estatistico, e os valores de conversdo em ésteres etilicos para cada

experimento descrito pelo planejamento experimental.

5.6.1 Planejamento experimental

As condig¢des propostas pelo planejamento experimental sdo apresentadas pela
tabela 8. Ao todo foram realizados 17 ensaios experimentais, sendo 08 ensaios nos pontos
fatoriais, 06 ensaios nos pontos axiais e 03 repeti¢des no ponto central. As repeticdes no
ponto central sdo necessdrias pois proporcionam estimar os erros experimentais e verificar o
ajuste do modelo (MAIA, 2013). A tabela abaixo apresenta as variaveis independentes
codificadas (entre parénteses) ¢ reais (valores de temperatura, teor de agua e massa de
biocatalisador), e a varidvel dependente correspondente ao teor de ésteres presentes no

produto final.
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Tabela 8 - Planejamento fatorial completo 2* para a reagdo de esterificacdo do dleo de frango.

Outras especificagdes sdo descritas no item 4.9.

I]::I Varidveis independentes Variavel
i Codificadas Reais dependente
I
0 X' X X’ T c’ Al E
1 -1 -1 -1 35 4 5 50,58+0,01
2 -1 -1 | 35 4 15 50,26+0,13
3 -1 1 -1 35 8 5 51,66+0,75
4 -1 1 1 35 8 15 51,93+0,38
5 1 -1 -1 45 4 5 51,42+0,06
6 1 -1 1 45 4 15 49,96+0,63
7 1 1 -1 45 8 5 52,85+0,91
8 1 1 1 45 8 15  49,984+0,24
9 -1,6818 0 0 31,6 6 10 52,03%0,06
10 1,68179 0 0 48,4 6 10  55,81+0,14
11 0 -1,68179 0 40 2,6 10 54,95+0,25
12 0 1,68179 0 40 9,4 10 54,85+0,07
13 0 0 -1,6818 40 6 1,6 53,22+0,20
14 0 0 1,68179 40 6 184 54,91+0,16
150 0 0 0 40 6 10 57,60+0,01
16© 0 0 0 40 6 10 58,85+0,38
170 0 0 0 40 6 10  57,02+0,66

X1, T: Temperatura (C°), X2, C: Massa de biocatalisador (%); X3, A: Quantidade de Agua (%); E: Teor de
ésteres (%); ©: Refere-se ao ponto central adotado pelo planejamento experimental.
*Estao expressos em percentual (% m/m), em relagdo & massa de 6leo adicionada, a qual foi de 2 g em todos os
experimentos. Com excego do teor de ésteres, onde este percentual € em relagdo ao produto final da reagéo.
Fonte: Autor

No geral, pode-se afirmar que os valores de teor de ésteres encontrados néo
variaram muito, sendo o maior valor (58,854+0,38%) alcangado a uma temperatura de 40°C,
6% m/m de biocatalisador e 10% m/m de agua, e o menor valor (49,96+0,63%) obtido a uma
temperatura de 45°C, 4% m/m de biocatalisador e 15% m/m de dgua. Numa analise prévia e
visual dos resultados € possivel observar que o catalisador utilizado consegue trabalha em
variadas condi¢des operacionais, apresentando estabilidade nos resultados em praticamente

todas as condi¢des em que o mesmo foi empregado.

5.6.2 Analise estatistica dos parametros de influéncia da variavel resposta
Apdés a determinacdo do teor de ésteres etilicos utilizou-se o software

STATISTICA® 10.0 para verificar a significancia dos fatores adotados na reacdo em questio
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e suas interagdes. A tabela 9 apresenta os efeitos causados por variavel e pela interagdo das

mesmas na producdo dos ésteres etilicos (biodiesel).

Tabela 9 - Analise dos fatores de perturbagdo (efeitos) das variaveis independentes na
conversao de ésteres etilicos para as condigdes impostas pelo planejamento experimental

descrito no item 5.6.1.

Variaveis Efeitos E;g;;g t(7) P
Média 58,01 1,37 42,1 0,00
1: Temperatura (L) 0,89 1,29 0,69 0,50
1: Temperatura (Q) -4,09 1,42 -2,87 0,02
2: Massa de biocatalisador (L) 0,59 1,29 0,45 0,66
2: Massa de biocatalisador (Q) -3,39 1,42 -2,38 0,04
3: Teor de Agua (L) -0,22 1,29 -0,17 0,86
3: Teor de Agua (Q) -3,99 1,42 2,80 0,02
1L x 2L -0,32 1,69 -0,19 0,85
1L x 3L -1,07 1,69 -0,63 0,54
3Lx2L -0,20 1,69 -0,12 0,90

* valores considerados significativos a 95% de confianga quando p < 0,05.
(L): termo linear; (Q): termo quadratico.
Fonte: Autor

A tabela acima destaca na cor vermelha as variaveis independentes (Temperatura
(Q), Massa de biocatalisador (Q) e Teor de dgua (Q)) que influenciam significativamente o
percentual de conversdo em ¢€steres etilicos (varidvel dependente) a um limite de confianga de
95%. A influéncia dessas varidveis também pode ser constatada por meio do Diagrama de
Pareto (Figura 15) que examina a sensibilidade das varidveis sobre a resposta de interesse.

A anélise dos efeitos e o grafico de Pareto nos diz se uma variavel independente
produzira ou ndo efeitos sobre uma varidvel dependente, e ainda se a interacdo entre essas
variaveis independentes ¢ significativa sobre a resposta em estudo, porém cada uma possui
uma forma de afirmar isso. Na andlise de efeitos o valor de (p) correspondente ¢ esse
mecanismo de identificagdo, ou seja, valores de (p) igual ou inferior a 0,05 representam uma
alta probabilidade que mudangas na variavel independente produzirda mudancas significativas
na variavel dependente. Ja o grafico de Pareto evidencia essa questdo de forma visual, e ¢
contatada seguindo a ideia de que quanto mais a barra horizontal estiver a direita da linha
delimitada, tem-se uma alta probabilidade que mudangas na varidvel independente causem

mudangcas significativas na variavel dependente.
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Figura 15 - Grafico de Pareto gerado da interacdo entre as variaveis independentes
(temperatura, massa de biocatalizador e teor de 4gua) e a varidvel dependente (conversdo em

¢steres etilicos).

DV: Conversdo (%)

Temperatura (°C)(Q) |

Teor de agua (%XQ) -2,80143

Massa de biocatalisador(%)(Q) |

(1)Temperatura (*C)(L) } I 6945487

1LbyaL | j-.eszem

.

2)Massa de biocatalisador(%)(L) 4562841

1Lby2L -,192224

(3)Teor de agua (%)(L) -,174031

L

2Lby3L -,121249

1

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)
Fonte: Autor

Afim de evitar discursdes redundantes iremos analisar apenas a tabela de efeitos.
Analisando a tabela de efeitos (tabela 9) observa-se que a temperatura (Q), o teor de agua (Q)
e a massa de biocatalisador (Q) sdo as variaveis que mais influenciam o processo reacional, e
ainda, que nenhuma interagdo entre varidveis independentes apresentou efeito significativo
sobre a varidvel dependente. O termo quadratico foi o unico evidenciado para as trés varidveis
que influenciaram a resposta (conversdo em ésteres etilicos). O efeito negativo das variaveis
que mais influenciam a resposta indica que o efeito destas variaveis na conversao em ésteres,
para os niveis adotados no planejamento experimental, serd alcangado quanto menor for o seu
valor, ou seja, para baixos valores de temperatura, teor de agua e massa de biocatalisador
podemos obter valores de conversdo em ésteres etilicos equivalentes a altas temperaturas, teor
de 4gua e massa de biocatalisador.

Esse comportamento nos mostra que as lipases possuem boa estabilidade térmica,
e devido a isso o alcance dos niveis de conversdo exigidos pode ser obtido a um baixo custo
energético, ja que utilizando uma temperatura 35°C pode-se alcangar aproximadamente um
valor de conversdo em ésteres etilicos alcangado a uma temperatura de 45°C. Como
observado anteriormente, um comportamento similar a temperatura foi notado para a faixa de
valores (niveis) utilizados para as varidveis teor de dgua e massa de biocatalisador, assim,

tanto o teor de adgua quanto a massa de biocatalisador podem ser utilizados em baixas
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quantidades, ou seja, podem ser economizados no processo reacional, tendo em vista que a
dgua ¢ um bem precioso e escasso, e lipases sdo caras. Sendo assim, o processo reacional serd
mais vidvel economicamente uma vez que menores quantidades dessas duas varidveis poderao
ser utilizadas.

Por meio dos resultados do planejamento experimental, fornecidos pelo
tratamento estatistico computacional, uma andlise de regressdo foi realizada para obtengdo
dos coeficientes de regressdo relacionados as variaveis independentes e suas interagdes. A
partir dos coeficientes de regressdo um modelo matemadtico (equagdo 7) foi gerado para
representar o comportamento da varidvel dependente, referente a conversdo de ésteres etilicos

obtidos na reacdo de esterifica¢do do 6leo de frango.

Conversdo = -113,55 + 6,94*T - 0,082*T? + 5,99*M? - 0,42*M + 2,49%A-0,80*A?
-0,016*T*M - 0,21*T*A - 0,010*M*A (7)

Onde: T ¢ a temperatura (Q); A: é o teor de agua (Q); M: ¢é a massa de
biocatalisador (Q).

A Figura 16 apresenta graficamente os valores de conversdo em ésteres etilicos
observados versus os preditos pelo modelo estatistico, descrito na equac¢do 7 acima, para a
reacdo de esterificacdo do dleo de frango. A adequacdo do modelo pode ser observada pela
proximidade dos pontos experimentais a reta, ¢ também pelo valor do coeficiente de
determinacdo (R?). Com um valor de R?igual a 0,68, podemos dizer que 68% da proporgio
de variagdo total da varidavel dependente (conversdo em ésteres etilicos) € explicada pela
varia¢do das varidveis independentes (Temperatura, teor de 4gua e massa de biocatalisador).
Portanto, 32% da variancia da regressdo nao depende das varidveis estudadas, ficando claro
que existem outros fatores que poderiam ser importantes para a reacdo de esterificacdo do

o6leo de frango.
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Figura 16 - Valores previstos pelo modelo versus os valores observados experimentalmente

para a conversio em ¢ésteres etilicos.
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De forma a avaliar a qualidade estatistica do modelo matematico gerado, realizou-
se o teste de F de Fisher através da analise de variancia (ANOVA), apresentada na tabela 10
abaixo, para a resposta conversdo em ¢steres etilicos. A andlise de varidncia para o modelo foi
realizada a um nivel de confianga de 95%.

A andlise de variancia (ANOVA) possibilita conhecer se ndo ha efeito
significativo das varidveis na conversdo estudada (hipdtese nula) ou ha efeito significativo
(hipotese alternativa), e se as variaveis atuam independentemente sobre a conversao estudada
(hipdtese nula) ou ha interagdo entre elas (hipotese alternativa). Para se testar a aceitacdo ou
rejeicdo da hipdtese nula deve se comparar o valor do F calculado presente na tabela ANOVA
acima, que esta em concordancia com o valor de (p), com o valor de F tabelado encontrado na
tabela F de Fisher — 95% de confiancga, presente no anexo 2. Se o valor do F calculado (Fcal)
for maior que o valor do F tabelado (Ftab) dizemos que a hipdtese nula foi rejeitada, caso
contrario dizemos que ela foi aceita. Nesse contexto, analisando a tabela ANOVA percebe-se
que, para um valor de F tabelado igual a 5,59, apenas as varidveis temperatura (Q), o teor de
agua (Q) e a massa de biocatalisador (Q) foram significativas (hipotese nula rejeitada) ja que
o valor de Fcal > Ftab, e que nenhuma interag@o entre as varidveis foi significativa (hipdtese

nula aceita) tendo em vista que Fcal < Ftab.
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Tabela 10 - Analise de variancia (ANOVA) para a resposta conversao em ésteres etilicos de

6leo de frango para as condigdes impostas pelo planejamento descrito no item 5.6.1.

Soma dos Graus de Quadrado

Fonte de Variacao Quadrados  Liberdade Médio Feale p
1: Temperatura (L) 2,76 1 2,76 0,48 0,5
1: Temperatura (Q) 47,20 1 47,20 8,26 0,02
2: Massa de biocatalisador (L) 1,19 1 1,19 0,21 0,66
2: Massa de biocatalisador (Q) 32,57 1 32,57 5,70 0,04
3: Teor de Agua (L) 0,17 1 0,17 0,03 0,86
3: Teor de Agua (Q) 44,87 1 44,87 7,85 0,02
ILx 2L 0,21 1 0,21 0,04 0,85
1L x 3L 2,29 1 2,29 0,40 0,54
3Lx2L 0,08 1 0,08 0,01 0,9
Regressao 85,68 9 9,52 1,67
Residuo 40,02 7 5,72
Total 125,70 16 Fab (L7

Ftab: é determinado pelo grau de liberdade da variavel analisada em relago ao grau de liberdade residual com
significancia a 95% de confianga. Esse valor é encontrado a partir da tabela F de Fisher — 95% de confianga.
* valores considerados significativos a 95% de confianga quando p < 0,05.

Fonte: Autor

Rejeitando a hipdtese nula para varidveis individuais afirmamos que existe uma
influéncia significativa dessas variaveis no percentual de conversdo em ésteres etilicos obtida,
ou ainda, que mudancas na varidvel independente produzird mudancas significativas na
variavel dependente. No entanto, aceitando a hipdtese nula para as interagcdes entre as
varidveis temos que as variaveis atuam independentemente sobre a conversao estudada.

Afim de identificar as condi¢des que maximizam a conversdo de ésteres etilicos,
gerou-se as superficies de Respostas apresentadas na figura 17. Os maiores valores de
conversdo de ésteres etilicos gerados a partir do oleo de frango s@o obtidos para os niveis
centrais, sendo o melhor valor de conversdao encontrado (58,85+0,38%) para a temperatura de

40°C, teor de 4gua de 10% m/m e massa de biocatalisador de 6% m/m.
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Figura 17 - Curva de Resposta e Superficies de Respostas em funcdo da conversdo em ésteres
etilicos, para massa de biocatalisador versus teor de dgua (A); Massa de biocatalisador versus

temperatura (B); Temperatura versus teor de agua (C).
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Observando as superficies de respostas provenientes da conversdo em ésteres
etilicos em fun¢do de duas das varidveis independentes estudadas (figura 17), fica claro e
perceptivel através das diferentes cores o percentual obtido da varidvel resposta (conversao).
E ainda, por meio dos pontos espalhados sobre as superficies de respostas temos uma analise
facilitada da influéncia das varidveis sobre a resposta, pois a medida que cruzamos as

informagdes das variaveis independentes (temperatura, teor de 4gua, massa de biocatalisador),
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em cada eixo correspondentes a cada ponto, temos um valor resultante para a variavel
dependente (conversdo em ésteres etilicos).

Neste contexto, analisando as superficies de respostas da figura 17, vemos que
existe um valor minimo ¢ maximo que as variaveis temperatura, teor de agua e massa de
biocatalisador podem assumir para que os valores o0timos de conversdo sejam alcancados.
Para a superficie de resposta da figura 17 (A), temos que o intervalo 6timo de valores para a
variavel massa de biocatalisador, é conseguido na faixa que vai de 5 %m/m a 7 %m/m, e o
intervalo de valores para a varidvel teor de 4gua que vai de 7 %om/m a 13 %m/m, sendo que 6
%m/m e 10 %m/m sdo os valores que resultaram na melhor conversdo. Para a superficie de
resposta da figura 17 (B), observamos que o intervalo 6timo de valores para a variavel massa
de biocatalisador é o mesmo visto anteriormente na figura 17 (A), enquanto o intervalo de
valores para a variavel temperatura vai de 37°C a 44°C, sendo que 6 %m/m e 40°C sdo os
valores que resultaram na melhor conversdo. E ainda, para a superficie de resposta da figura
17 (C), nota-se que o intervalo 6timo de valores para a variavel teor de 4gua ¢ o mesmo visto
na figura 17 (A), e o intervalo de valores para a varidvel temperatura ¢ o mesmo visto na
figura 17 (B), sendo que 10 %m/m de agua e 40°C de temperatura foram os valores que

resultaram na melhor conversio.

5.7 Estabilidade Operacional dos biocatalisadores

A estabilidade enziméatica no meio de reagdo permite que reagdes de varios lotes e
a implementacdo de sistemas continuos ou descontinuos ocorra em distintas aplica¢des
industrias (SOARES, 2014). Partindo desse contexto, a figura 18 ilustra a manuten¢do da
atividade catalitica da combinagdo de enzimas entre a lipase Lipozyme® RM-IM e Novozym®
435 para as proporcdes (75%:25%), (50%:50%) e (25%:75%) em 5 ciclos de reuso. Essas
combinagdes mantiveram uma operacionalidade catalitica de 95,9%, 98,2% e 99,5%,
respectivamente, ao final dos 5 ciclos de reacdo consecutivos, mostrado que a variagdo na
composicdo das combinagdes ndo influenciou significativamente os resultados obtidos, uma
vez que as lipases responderam em uma faixa de valores muito proxima. Essa observagao ¢
algo positivo, tendo em vista hd possibilidade de reduzir o custo operacional através da
reducdo do uso da lipase de maior valor comercial. Estudos conduzidos por Alves et al.
(2014), mostraram que a combinagio de enzimas (80% de Lipozyme® RM-IM e 20% de
Novozym® 435) manteve 90% de operacionalidade catalitica ao final de 15 ciclos, mostrando

coeréncia dos dados obtidos nesse trabalho.
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Figura 18 - Estabilidade operacional obtida através da sintese de oleato de etila para a
combinacio entre as lipases Lipozyme® RM-IM e Novozym® 435, nas propor¢des 75%:25%
(m), 50%:50% (®) € 25%:75% ( A), para as condi¢des adotadas: (razdo molar de 1:1 (&lcool:

6leo), 37°C, 150 rpm e 24h de reagdo).
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A figura 19 abaixo apresenta o comportamento das lipases Novozym® 435,
Lipozyme® RM-IM e Lipozyme® TL-IM, com relagiio a manutengio da atividade catalitica na
sintese de oleato de etila ao longo 5 ciclos de reuso. Elas mantiveram, respectivamente,
94,18%, 52,80% e 27,45% de operacionalidade catalitica ao final dos ciclos de reagdo
consecutivos. Essa estabilidade operacional observada ja era algo esperado, tendo em vista o
comportamento catalitico apresentado no ensaio de atividade enzimatica, descrito no item 5.5.
A Novozym® 435 apresentou um comportamento quase que constante, como mostra a figura
19, indicando uma O6tima estabilidade operacional, diferente da Lipozyme® RM-IM e
Lipozyme® TL-IM que apresentaram uma queda de 47.2% e 72,5%, respectivamente,
mostrando que a etapa de lavagem necessaria para reutilizagdo das lipases, procedimento
adotado apods cada reacdo, influenciou bastante no comportamento catalitico destas.

Trabalhando com a Novozym® 435, Souza (2013) e Santin (2014), observaram
uma estabilidade operacional acima de 90% ao final de 12 e 14 ciclos, respectivamente,
utilizado acido oleico e acido graxo vegetal de soja como substrato. Aguieiras, Souza e
Langone (2013) e Santin (2014), utilizando os mesmos substratos observaram uma
estabilidade operacional, para a Lipozyme® RM-IM, acima de 80% e 90%, respectivamente,

ao final de 7 e 13 ciclos reacionais. Com rela¢io a Lipozyme® TL-IM nio foram encontrados
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trabalhos similares ao realizado neste estudo, ou seja, usando algum tipo de acido graxo e

condi¢des operacionais parecidas, sendo assim, ndo foi possivel realizar uma comparac¢do com

a literatura.

Figura 19 - Estabilidade operacional da sintese de oleato de etila para as enzimas Lipozyme®

TL-IM (), Lipozyme® RM-IM (#) e Novozym® 435 (V) para as condi¢des adotadas: (razio
molar de 1:1(alcool: 6leo), 37°C, 150 rpm e 24h de reag?o).
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Fonte: Autor

A redugdo da estabilidade operacional, observada para algumas das enzimas
individuais e para a combinacdo de enzimas, podem estar relacionadas a perda de massa
catalitica devido a etapa de lavagem das enzimas apos cada ciclo reacional, ocasionada pela
remoc¢do ndo intencional de massa catalitica e consequentemente redu¢do do numero de
enzimas disponiveis para atuarem sobre os substratos, mesmo com o hexano proporcionando
uma maior retengdo na atividade da lipase (SOUZA, 2013). Segundo Poppe (2012) este
solvente remove a camada Oleo/biodiesel formado em torno na enzima, responsavel por
limitar a difusdo de substrato e produto, que poderiam inativar ou inibir a atividade da lipase.
Um outro fator que pode influenciar a operacionalidade enzimatica ¢ o tipo de suporte
empregado como sugere Gomes (2006), pois segundo Ficanha (2014), bateladas consecutivas
da reag@o de interesse podem ocasionar o desprendimento da enzima do suporte, obstrugdo
dos poros por impurezas ou produtos secundarios e perda de suporte por atrito ou dissolugao,

o que pode levar a baixos valores de estabilidade operacional.
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5.8 Verificacio do comportamento catalitico combinado e individual das lipases

Esse ensaio experimental teve como proposta, dentre outras, verificar e comparar
os dados de conversdo obtidos na sintese de oleato de etila, descrita no item 4.6.1, tendo em
vista que o 6leo de frango diferentemente do acido oleico possui uma composi¢do de acidos
graxos, podendo os dados de conversdo divergirem ou ndo dos encontrados para um unico
4cido graxo. Das reacdes realizadas, a que levou Novozym® 435 como catalizador obteve a
melhor conversdo em ésteres etilicos, alcangando um valor 90,21+0,31%, enquanto a pior
conversdo foi obtida pela presenca da Lipozyme® TL-IM, na ordem de 25,69+0,97%. J4 a
Lipozyme® RM-IM e a combinagio de lipases obteve um comportamento intermedidrio as
duas lipases anteriores, com um valor de conversdo de 87,96+0,34% e 45,43+0,25%,

respectivamente. A figura 20 apresenta o comportamento descrito acima de forma grafica.

Figura 20- Valores de conversao obtidos na esterificagao do 6leo de frango hidrolisado para a
combinacio entre as enzimas Lipozyme® RM-IM (75%) e Novozym® 435 (25%), e para as
enzimas individuais Lipozyme® TL-IM, Lipozyme® RM-IM, e Novozym® 435 para as

condi¢des reacionais (razdo molar de 1:1 (Oleo: Alcool), 40°C, 150 rpm e 24h de reacio).
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A literatura ¢ vasta e diversifica, porém ndo foram encontrados trabalhos
especificamente sobre a esterificagdo do dleo de frango empregando as mesmas enzimas
estudas nesse trabalho, sendo assim, como o acido oleico ¢ um dos componentes majoritarios
dessa matéria-prima foi feita uma aproximagao prioritaria a partir de trabalhos que tratam da
esterificacdo enzimatica do acido oleico, e de forma complementar comparou-se com outras
matérias-primas. Neste contexto, observou-se que o comportamento da Novozym® 435 se

assemelhou com o observado por Souza (2013) e Ramos (2017), que obtiveram uma
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conversdo de = 90%, para as condigdes adotadas, usando o acido oleico e dleo de fritura,
respectivamente. O resultado proveniente da Lipozym® RM-IM também foi similar ao
encontrado na literatura, tendo em vista que Aguieiras, Souza ¢ Langone (2013) e Ramos
(2017) usando a mesma lipase obtiveram conversdes superiores a 90%, para as condigdes
adotadas, usando o acido oleico e 60leo de macauba, respectivamente. J4 o comportamento da
Lipozyme® TL-IM foi superior ao encontrado por Aguieiras (2011) que observou uma
conversdo inferior a 15% para as condi¢cdes adotadas (48h, 80°C e 400 rpm). Esse
comportamento pode ser justificado pela capacidade da Novozym® 435, como lipase nio-
especifica, de poder catalisar o substrato independente da regido do grupo funcional, ao
contréario da Lipozyme® TL-IM e Lipozyme® RM-IM, como lipase 1,3-especificas, que possui
um comportamento regiosseletivo, ou seja, podem clivar acidos graxos das posi¢des terminais

do glicerol em triglicerideos (VERAS, 2012).

5.9 Analises fisico-quimica dos ésteres etilicos

Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica dos ¢ésteres etilicos sdo
apresentados na tabela 11 abaixo. Todos os valores foram obtidos em duplicata seguindo as
metodologias descritas no item 4.12. Vale salientar que a caracterizacdo fisico-quimica, tanto
do 6leo como do biodiesel, sdo importantes, a exemplo, para se conhecer as propriedades
fisicas e quimicas de ambos, para se ter um controle de qualidade e atender aos parametros
exigidos na produgdo de biodiesel. Realizando uma busca na literatura observou-se que alguns
dos resultados encontrados possuem coeréncia € uma aproximacdo com a mesma, ja outros
possuem uma caracteristica mais especifica do 6leo em estudo. Lembrando que todas as

analises realizadas seguiram as principais metodologias utilizadas pela industria.

Tabela 11 - Resultados das andlises fisico-quimicas dos ésteres etilicos (biodiesel).

Parametros avaliados Resultados
Indice de Acidez (mgKOH/g) 72,50+0,33
Estabilidade Oxidativa (Horas) 0,17+0,02
Densidade (g/cm?) 0,89+0,01
Viscosidade Cinematica (mm?/s) 10,68+0,04

Fonte: Autor

O resultado do ensaio de indice de acidez do biodiesel, levando em consideragdo
ao obtido a partir do o6leo de frango hidrolisado (134,78+1,92 mgKOH/g), mostra uma

reducdo de 46,20% para uma conversido em ésteres etilicos de 45,43%, resultante da reacdo
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esterificacdo do dleo de frango via enzimas combinadas, descrita no item 5.8. Essa redugdo
indica que quase a metade do percentual de acidos graxos presentes no 6leo de frango
hidrolisado foram convertidos. Esse argumento pode ser refor¢cado a partir da analise por
Cromatografia de Camada Delgada — (CCD), descrita no item 5.10, onde pode se observar de
forma visual o quantitativo de acidos graxos livres convertidos. Se tratando dos ensaios de
viscosidade cinematica e da densidade, os valores encontrados estdo bem proximos dos
valores observados por Tomiello (2014), onde 0 mesmo observou um valor de viscosidade
cinematica de 8,66 (mm?s) e um valor de densidade de 0,88 (g/cm?®) para as condicdes
adotadas em seu trabalho.

O ensaio de estabilidade oxidativa apresentou um baixo valor, o que ja era
esperado tendo em vista o elevado percentual de dcidos graxos insaturados contidos no 6leo
de frango, e devido ao percentual ainda presente no meio reacional apos a reagdo de
esterificacdo, ja que apenas 58,85+0,38% foram convertidos. Um outro fator que poderia ter
causado esse baixo valor de estabilidade diz respeito a presenga elevada de umidade no
biodiesel, uma vez que foi acrescido agua ao meio reacional mediante a umidade do dleo de
frango, pois segundo Moreira (2009), a umidade tem um efeito proeminente na degradagdo do
biodiesel. Por meio da EN 14214, que trata dos métodos de teste para ésteres metilicos de
acidos graxos (tipo de biodiesel mais comum), todas os resultados dos parametros avaliados e
descritas acima, com exce¢do da densidade, estdo fora dos limites aceitaveis pelas
especificacdes da norma para a comercializagdo do biodiesel. Sendo assim, estudos
posteriores devem adequar esses e outros parametros exigidos por norma, de forma a atender

aos padrdes e especificacdes do biodiesel.

5.10 Analise por Cromatografia em Camada Delgada - (CCD)

Para verificar e acompanhar qualitativamente o progresso da reagdo de
esterificacdo do 6leo de frango hidrolisado, foi realizada uma CCD para visualizar a
conversdo dos acidos graxos em ésteres etilicos das amostras reacionais dos experimentos 1,
10, 15, 16 e 17 do planejamento experimental, descrito no item 5.6.1. A figura 21 apresenta a

placa com os sinais cromatograficos revelados.
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Figura 21 — Placa utilizada na CCD para acompanhamento dos experimentos do planejamento

experimental e da amostra de partida (6leo de frango hidrolisado).

01 10 15 16 17
Hexano / Acetato 95:5

Fonte: Autor

Os experimentos correspondentes as marcagdes 0, 1, 10, 15, 16 e 17 sdo
respectivamente referentes a amostra de partida (6leo de frango hidrolisado) e aos valores de
conversao (50,58%, 55,81%, 57,60%, 58,85% e 57,02%). Observando a placa de CCD
visualizamos um grande sinal cromatografico préximo a base esquerda da placa, referente aos
acidos graxos e aos resquicios de triglicerideos presentes no 6leo de frango hidrolisado, e
sinais menores na base da esquerda para a direita, referentes aos acidos graxos ndo
convertidos para os experimentos 1, 10, 15, 16 e 17. Os acidos graxos presentes no 6leo de
frango possuem uma maior afinidade com a fase estacionaria, ficando mais adsorvidos na
base da placa devido serem mais polar do que os ésteres formados. Ja os ésteres etilicos
formados nas reagdes, responsaveis pelo aparecimento das manchas circulares na parte
superior da placa, ficaram menos adsorvidos na placa devido serem menos polar do que os
acidos graxos (ABRIL, 2012). A medida que os acidos graxos s@o convertidos em ésteres
etilicos, ou seja, a conversao em ésteres se aproxima do seu valor maximo, os sinais ou
manchas circulares na parte superior da placa se intensificam, indicando altos valores de
conversao, € os sinais menores na base da esquerda para a direita, referentes aos acidos graxos
ndo convertidos ficam cada vez menores, concordando com o indicativo para altos valores de
conversao obtidos na reagao analisada.

Um parametro importante a ser considerado em CCD ¢ o fator de retengao - (Rf)
de um composto, que ¢ uma medida relativa do carater polar da substancia. O Rf ¢ funcdo do
tipo de suporte (fase estacionaria) e do eluente (fase movel) empregado, e é definido como a
razdo entre a distancia percorrida pela mancha do componente e a distancia percorrida pelo
eluente. Para condigdes pré-estabelecidas (sistema de solvente utilizado, adsorvente usado,

espessura da camada de adsorvente e quantidade relativa de material) um determinado
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composto percorrera sempre uma distancia fixa relativa a distancia percorrida pelo solvente.
Adaptado de (NUQUIOCAT, 2015). Com base nos sinais cromatograficos apresentadas pela
placa de CCD, foi possivel determinar o fator de retencdo para cada ponto de teste inseridos
na placa. Os fatores de retencdo relacionados aos valores de conversio em ésteres
correspondentes aos experimentos 1, 10, 15, 16, 17 e a amostra de partida sdo,
respectivamente, 0,83; 0,84; 0,85; 0,86; 0, 88 ¢ 0,55. Enquanto que os fatores de retengdo
relacionados aos valores de dcidos graxos ndo convertidos, correspondentes aos experimentos
1, 10, 15, 16, 17 sdo, respectivamente, 0,25; 0,28; 0,30; 0,26; 0,31. Quando se compara dois
valores de Rf em condi¢des idénticas, o composto com maior fator de reten¢do ¢ menos polar,
pois interage menos com o adsorvente polar (RODRIGUES, 2015). Portanto, fica confirmada
a presenca e formacdo dos ésteres etilicos pela sua menor interacdo com a fase estacionaria
(menos polar; Rf > 0,83) e dos 4cidos graxos pela sua maior interagdo com a fase estacionaria

(mais polar; Rf <0,31).
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6 CONCLUSOES

Este trabalho aproveita e agrega valor a gordura de frango (residuo industrial) ao
produzir biodiesel (biocombustivel de alto valor comercial) a0 mesmo tempo que busca
otimizar essa producdo usando lipases combinadas como catalisador.

Por meio da CG-EM descobriu-se um percentual de 49,16% de acidos graxos
saturados, com majoritario de &acido palmitico (38,09%), e 50,84% de dacidos graxos
insaturados, com majoritario dos 4cidos oleico (24,41%) e linoleico (21,04%). A
caracterizagdo fisico-quimica do 6leo possibilitou conhecer suas caracteristicas especificas,
estando alguns dos resultados encontrados coerentes com a literatura, e outros detentores de
caracteristicas mais especifica do 6leo em estudo. Com relagdo a caracterizagdo fisico-
quimica do biodiesel, todas os resultados dos parametros avaliados, com exce¢do da
densidade, ficaram fora dos limites aceitaveis pela norma comparada.

A sintese de oleato de etila alcangou uma conversdo de 86,54% em ésteres
etilicos, utilizando 75% de Lipozyme® RM-IM e 25% de Novozym® 435, sendo esta
escolhida para as reagdes do planejamento experimental e para outras reagdes envolvendo o
oleo de frango. A reagdo de esterificacdo do dleo de frango, realizada no estudo cinético,
atingiu um valor de conversdo de 68,06% em ésteres etilicos para um periodo de 24 horas,
indicando que esse periodo de tempo € o necessario para as reagdes de esterificagdo
alcangarem seu valor maximo de conversao.

De forma a conhecer o comportamento catalitico das enzimas, realizou-se um
ensaio para avaliar a atividade enzimdtica, onde foram constatadas uma atividade de 36,16
U/g para a Novozym® 435, uma atividade de 34,22 U/g para a Lipozyme® RM-IM e uma
atividade de 4,38 U/g para a Lipozyme® TL-IM. A partir desse ensaio ficou comprovado que
a Novozym® 435 ¢ a enzima mais ativa e adequada para o tipo de reacdo, ficando a
Lipozyme® RM-IM como a melhor alternativa e a Lipozyme® TL-M como ndo adequada. O
ensaio de estabilidade operacional, realizado para avaliar a manutencao da atividade catalitica,
mostrou uma operacionalidade catalitica ao final de 5 ciclos reacionais de 94,18%, 52,80% e
27,45%, respectivamente, para a Novozym® 435, Lipozyme® RM-IM e Lipozyme® TL-IM.
Sendo assim, a Novozym® 435 é mais indicada em situacdes que exigem reacdes de varios
lotes e a implementacdo de sistemas com reutiliza¢do sucessiva sem perder significativamente
operacionalidade catalitica.

A analise estatistica mostrou que existe uma influéncia significativa das variaveis

independentes (temperatura, massa de biocatalizador e teor de dgua) sobre a varidvel
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dependente (conversdo em ¢steres etilicos), € que ndo ha interacdo significativa entre
temperatura, massa de biocatalizador e teor de d4gua para exercer influéncia sobre a conversao
em ésteres etilicos. Através das superficies de respostas foi identificado que 10% de éagua,
40% de temperatura e 6% de biocatalisador foram as condi¢cdes Otimas que promoveram a
maxima conversdo (58,9%) em ¢steres etilicos na reagdo de esterificacdo do dleo de frango.
Empregando as lipases comerciais (Novozym® 435, Lipozyme® TL-IM, e Lipozyme® RM-
IM) para esta mesma reagdo, foram encontrados valores de conversio de 90,21+0,31%,
25,69+0,97% e 87,96+0,34% em ésteres etilicos, respectivamente. Contudo, a combinacao de
enzimas sO ¢ favoravel ao aumento da conversdo para as situacdes em que existe uma
presenca majoritaria de Lipozyme® RM-IM ou Novozym® 435 junto a Lipozyme® TL-IM, e
Lipozyme® RM-IM junto a Novozym® 435. Para as situagdes que divergem dessa condig@o,
a atuacdo individual das enzimas Lipozyme® RM-IM ou Novozym® 435 ¢ indicada.

Por fim, os ésteres etilicos obtidos no planejamento experimental passaram por
uma andlise qualitativa via Cromatografia em Camada Delgada, a qual confirmou a presenga
e formacao de ésteres etilicos, pela sua menor interagdo com a fase estacionaria (menos polar;
Rf > 0,83), e a presenca de acidos graxos nao reagidos pela sua maior interacdo com a fase
estacionaria (mais polar; Rf < 0,31). Essa andlise cumpriu com sua proposta, € mostrou ser
eficaz no acompanhamento do progresso dos processos reacionais o qual foi submetido neste

estudo.
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