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RESUMO

A obtencdo de biodiesel a partir de matérias-primas de baixa qualidade tornou-se um
desafio, pois métodos convencionais de produgéo requerem oleos ou gorduras com baixo
teor de acidos graxos livres e agua. Como resultado, nos ultimos anos foram
desenvolvidas outras tecnologias alternativas, sendo uma delas a hidroesterificagao. Este
processo envolve duas etapas (hidrélise e esterificagao), que permitem o uso de qualquer
matéria-prima independentemente do teor de acidos graxos livres e agua, além de gerar
produtos com elevada pureza. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
aplicacao da lipase de Carica papaya na sintese de biodiesel a partir da hidroesterificagéo
de matérias-primas de baixa qualidade. A primeira etapa da pesquisa consistiu na
caracterizagcao do 6leo de palma bruto e do 6leo residual de fritura. Nesta fase, as
matérias-primas avaliadas foram consideradas de baixa qualidade por apresentar
elevados teores de acidos graxos livres (AGLpaLva = 6,1% m/m; AGLocr = 1,2% m/m),
indice de peroxido (IPpaLma =17,1 meq-g/kg; IPocr = 36,0 meq-g/kg) e de agua (H20praLmA
=1,5% m/m; H200cRr = 2,1% m/m). A segunda etapa, envolveu a caracterizagao do latex
bruto de maméao, onde a maior atividade (491,2 U/g) foi alcangada a pH 6 e 8,5 na faixa
de 30 a 60 °C. Ademais, observou-se que mais do 70% dessa atividade foi mantida apés
de 24 h de incubacgao a pH 8,5 e 35 °C. Na terceira etapa, foram realizadas reacdes de
hidrolise, empregando um planejamento fatorial completo 22 e ampliado para metodologia
de superficie de resposta. Os maiores teores de acidos graxos livres obtidos foram de
43,6% m/m (eficiéncia = 83,7%) para 6leo de palma e de 60,7% m/m (eficiéncia = 98,9%)
para o 6leo residual, atingidos a 35 °C, razdo massica tampao/dleo 0,22 (1,1 g/5,0 g),
tampao Tris-HCI 0,18 mol/L (pH 8,5) e carga enzimatica de 137 U/g (27,5% m/m) durante
24 h de reagao. Em seguida, foi efetuada a esterificagdo destes acidos graxos via catalise
acida e enzimatica. O teor de éster obtido foi de 43,3% m/m (eficiéncia = 99,3%) e 32,1%
m/m (eficiéncia = 87,0%) para o dleo de palma e de 53,7% m/m (eficiéncia = 89,3%) e
41,1% m/m (eficiéncia = 69,2%) para o Oleo residual na catalise acida e enzimatica,
respectivamente. Finalmente na quarta etapa, visando a comparacido dos resultados
obtidos com outras rotas de producéo, foram realizadas reacdes de transesterificagcao
alcalina, transesterificagdo enzimatica e hidroesterificacdo subcritica/enzimatica. Nesta
fase, confirmou-se que a eficiéncia na hidroesterificagdo usando sistemas cataliticos, n&o
cataliticos ou mistos ndo depende da qualidade da matéria-prima (eficiéncia > 60%).
Caso contrario aconteceu na transesterificag&do alcalina, onde a eficiéncia foi afetada pelo
teor de acidos graxos (EpaLma = 5,3%; Eocr =81,8%) e na enzimatica pela inibicdo da
enzima provocada pelo excesso de metanol (Epaima = 14,2%; Eocr = 12,0%). Desta
maneira, os resultados deste estudo forneceram informacdes interessantes sobre a
aplicacao da lipase de Carica papaya na hidrélise e esterificagcdo de matérias-primas de
baixa qualidade, uma enzima pouco descrita na literatura com potencial de aplicagcao em
diferentes setores industriais.

Palavras-chaves: Hidrdlise. Esterificacdo. Oleos brutos. Oleos residuais. Lipase de
Carica papaya.



ABSTRACT

The production of biodiesel from low-quality raw materials has become a challenge
because conventional production methods require oils or fats with low free fatty acids and
water. As a result, in recent years we have developed alternative technologies, one of the
hidroesterificacdo. This process involves two steps, fatty acid hydrolysis followed by
esterification, which allows the use of any raw material regardless of the free fatty acid
and water content, as well as generating high purity products. In this context, the objective
of this work was to evaluate the application of Carica papaya lipase in biodiesel synthesis
from the hydroesterification of low quality raw materials. The first stage of the research
consisted of the characterization of crude palm oil and frying waste oil. At this step, the
raw materials evaluated were considered poor quality because it has high levels of free
fatty acids AGLpaLmA = 6.1% w/w; AGLocr = 1.2% w/w), peroxide value (IPpaLva = 17.1
meq-g/kg; IPocr = 36.0 meq-g/kg) and water (H20paLmA = 1.5% w/w; H2006R = 2.1% w/w).
The second stage involved the characterization of crude papaya latex, where the greatest
activity (491.2 U/g) was achieved at pH 6 and 8.5 in the range 30 to 60 °C. Moreover, it
was observed that over 70% of this activity was maintained after 24 h of incubation at pH
8.5 and 35 °C. In the third stage, hydrolysis reactions were performed using a complete
23 factorial design and expanded for response surface methodology. The highest levels
of free fatty acids obtained were 43.6% w/w (efficiency = 83.7%) for palm oil and 60.7%
w/w (efficiency = 98.9%) for waste oil, reached at 35 °C, buffer/oil mass ratio 0.22 (1.1 g
/5.0 g), Tris-HCI buffer 0.18 mol/L (pH 8.5) and enzymatic load of 137 U/g (27.5% wiw)
during 24 h reaction. Then, the esterification of these fatty acids was performed by acid
and enzymatic catalysis. The ester content obtained was 43.3% w/w (efficiency = 99,3%)
and 32.1% w/w (efficiency = 87,0%) for palm oil and 53.7% w/w (efficiency = 89.3%) and
41.1% w/w (efficiency = 69,2%) for waste oil in acid and enzymatic catalysis, respectively.
Finally, in the fourth stage, in order to compare the results obtained with other production
routes, alkaline transesterification, enzymatic transesterification and subcritical/enzymatic
hydroesterification reactions were performed. At this step it was confirmed that the
efficiency of hydroesterification using catalytic, non-catalytic or mixed systems does not
depend on the quality of the raw material (efficiency> 60%). Otherwise it happened in
alkaline transesterification, where the efficiency was affected by fatty acid content (EpaLma
= 5.3%; Eocr = 81.8%) and in enzymatic by the enzyme inhibition caused by excess
methanol (EpaLva = 14.2 %; Eocr = 12.0%). Thus, the obtained results provided important
information about the application of Carica papaya lipase in the hydrolysis and
esterification of low quality raw materials, an enzyme little described in the literature with
potential application in different industrial sectors.

Keywords: Hydrolysis. Esterification. Crude oils. Waste oils. Lipase.
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1 INTRODUGCAO

Atualmente, os combustiveis fésseis como petroleo, gas natural e carvao
constituem grande parte da matriz energética usada no mundo inteiro’. No entanto, a
natureza finita das reservas destes recursos, as necessidades energéticas mundiais e as
crescentes preocupagdes ambientais pelo aumento das emissdes antropogénicas de
diéxido de carbono tém incentivado a busca de outras fontes de energias baseadas em
processos sustentaveis, renovaveis e amigaveis com o ambiente, sendo uma opgao
promissora o biodiesel?.

O biodiesel € um biocombustivel composto por ésteres alquilicos de acidos graxos
de cadeia longa, atrativo por proceder de uma fonte bioldgica renovavel, ser
biodegradavel, nao toxico e contribuir na reducao das emissdes de didéxido de carbono,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e material particulado®. Este biocombustivel é
produzido convencionalmente pela transesterificagdo de 6leos vegetais refinados com
alcoois de cadeia curta na presenca de um catalisador alcalino*. Porém, o principal
desafio associado a comercializacdo deste biocombustivel € seu elevado custo de
producado, sendo a matéria-prima o representante com maior destaque (cerca de 75% do
custo total de producgido)®. A reducido destes custos pode ser alcangada através do
implementacdo de matérias-primas, tecnologias e/ou catalisadores alternativos no
processo de producao.

No caso das matérias-primas, a atencao tém sido direcionada para o uso de 6leos
vegetais brutos com maior produtividade por area, como o 6leo de palma ou para oleos
e gorduras de baixo custo, como o dleo residual de fritura®. Esses dleos geralmente
apresentam elevados teores de acidos graxos livres e agua; entretanto a produgao de
biodiesel por catalise alcalina ndo é mais um processo viavel, visto que as matérias-
primas requerem pré-tratamento e o produto de reacdo de etapas adicionais de
purificagdo, que acabam aumentando o custo de producgéo’.

No caso das tecnologias, a hidroesterificagdo € uma alternativa que atraiu a
atencao por permitir o uso de qualquer matéria-prima independentemente do teor de
acidos graxos livres e agua, além de gerar produtos com elevada pureza. Este processo
pode ser desenvolvido através de sistemas cataliticos (enzimaticos), ndo cataliticos (com
agua e metanol subcritico ou supercritico) e mistos (um sistema diferente em cada etapa
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do processo, por exemplo: subcritica ou supercritica/quimica, enzimatica/quimica,
subcritica ou supercritica/enzimatica, entre outros)’.

Dentre os diferentes sistemas, a hidroesterificagdo subcritica ou supercritica
produz uma taxa elevada de conversao, porém sao empregadas altas temperaturas e
pressdes gerando um elevado custo operacional®. Em contraste, a hidroesterificagéo
enzimatica ou enzimatica/quimica pode gerar produtos com elevada pureza sob
condi¢cdes mais suaves de reagdo e com a possibilidade de reuso do catalisador’. No
entanto, o elevado custo das lipases comerciais pode ser outra limitacdo do processo.
Uma possibilidade a fim de sanar este inconveniente, € o uso de lipases vegetais como
as lipases presentes no latex de Carica papaya, visto que s&o biocatalisadores de menor
custo, amplamente disponiveis e de facil extragdo da biomassa vegetal sem a
necessidade de biotecnologias genéticas para produzi-las®. Além disso, esta lipase é
considerada “naturalmente imobilizada” e pode ser obtida de forma sustentavel dos frutos
verdes de mamao ou dos residuos gerados na industria da papaina®.

Neste contexto, este estudo propdée uma configuragdo matéria-prima/
tecnologia/catalisador inovadora na cadeia produtiva do biodiesel, visando a aplicagéao
da lipase de Carica papaya na hidrolise e esterificacdo de matérias-primas de baixa
qualidade.
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6 CONCLUSOES

e O dleo de palma bruto e o 6leo residual sdo matérias-primas de baixa qualidade,
pois apresentaram elevados teores de acidos graxos livres (6,1 e 1,2% m/m),
indice de peroxido (17,1 e 36,0 meqg-g/kg) e de agua (1,5 e 2,1% m/m),
respectivamente.

e O latex bruto de mamao representa um biocatalisador com potencial para a
hidrolise e esterificagcdo de acidos graxos. A maxima atividade (491,2 U/g) foi
obtida no pH 6 e 8,5 na faixa de temperaturas de 30 a 60 °C. Além disso, foi
possivel observar que mais de 70% dessa atividade foi mantida depois de 24 h
de incubacao a pH 8,5 e temperatura de 30 °C.

¢ Na hidrolise, as melhores condi¢cdes reacionais nas matérias-primas avaliadas,
foram: temperatura de 35 °C; razdo massica tampao/oleo de 0,22 (1,1 g/ 5,0 g);
tampao Tris-HCI 0,18 mol/L a pH 8,5; carga enzimatica de 137 U/g (27,5%) e 24
h de reacdo. Sob essas condigdes experimentais 0 maior teor de acidos graxos
livres alcangado foi de 46,3 m/m (eficiéncia = 83,7%) para o 6leo de palma bruto
e 60,7% m/m (eficiéncia = 98,9%) para o 6leo residual.

e Na esterificagdo, os resultados obtidos empregando-se a rota acida foram
melhores do que a rota enzimatica em ambas matérias-primas. A maior
converséo foi 43,3% m/m (eficiéncia = 93,5%) no 6leo de palma bruto e 53,7%
m/m (eficiéncia = 88,5%) no dleo residual a 60°C, 1% m/m de acido sulfurico e 1
h de reacéao.

e A comparacao das diferentes rotas de produgao de biodiesel corroborou que a
eficiéncia de reacdo na hidroesterificacdo usando sistemas cataliticos, nao
cataliticos ou mistos ndo depende da qualidade da matéria-prima (eficiéncia >
60%). Pelo contrario, na transesterificagdo alcalina a eficiéncia foi afetada pelo
teor de acidos graxos (EraLma = 5,3%; Eocr =81,8%) e na enzimatica pela inibicdo
da enzima provocada pelo excesso de metanol (Epama = 14,2%; Eocr = 12,0%).
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