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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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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biodiesel

O biodiesel é definido como ésteres monoalquilicos de acidos graxos de cadeia
longa derivados de oleos vegetais ou gorduras animais'!. Este combustivel apresenta
propriedades fisico-quimicas e um conteudo energético semelhante ao diesel féssil, que
possibilita seu uso puro ou misturado com diesel sem a necessidade de grandes
modificagdes nos motores de ignigdo por compressdo (motor diesel)'?. Mundialmente, a
nomenclatura BXX é empregada para identificar a concentragdo de biodiesel nas
misturas, onde XX é a porcentagem em volume do biodiesel adicionado ao diesel. Por
exemplo, B2, B5, B20 e B100 s&do combustiveis com uma concentragéo de 2%, 5%, 20%
e 100% de biodiesel, respectivamente’3.

O biodiesel oferece algumas vantagens em relagédo ao diesel de petroleo, tais como:
(i) renovavel, nao toxico e biodegradavel; (i) maior oxigénio, que melhora a eficiéncia de
combustdo; (iii) reducdo nas emissdes de dioxido de carbono em até 78% com base no
ciclo de vida; (iv) estimulo ao desenvolvimento rural ao restaurar terras marginais e ao
gerar empregos; (v) maior numero de cetano, que reduz o tempo de ignigao; (vi) produgao
local e em pequena escala em cada pais; (vii) maior ponto de inflamacao, que o torna
seguro para transporte, manuseio, distribui¢ao, utilizacdo e armazenamento; (viii) menor
teor de enxofre, hidrocarbonetos aromaticos policiclicos e material particulado, que reduz
os riscos de cancer e defeitos neonatais devido a combustdo menos poluente e (ix)
propriedades superiores de lubricidade, que diminui o desgaste e aumenta a eficiéncia
do motor™.

Este combustivel é produzido pela transesterificagdo de éleos vegetais com alcoois
de cadeia curta na presenga de um catalisador homogéneo basico ou acido, heterogéneo
basico ou acido ou por enzimas'. Porém, convencionalmente é produzido por catélise
alcalina requerendo 6leos refinados ou 6leos com teores de acidos graxos livres e agua
menores a 2,5% e 0,5%, respectivamente, pois valores por acima destes limites
conduzem reagdes secundarias indesejaveis que diminuem a conversao de ésteres?.

Hoje em dia, o 85% da produgdo mundial de biodiesel provem da Unido Europeia;
seguido de paises como Estados Unidos, Brasil, Alemanha, Indonésia, e Franga que sao
também os principais consumidores deste biocombustivel’.
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No caso particular de Brasil, a industria de biodiesel apenas usa o 63% de sua
capacidade produtiva, sendo a regiao com maior producdo e capacidade nominal o
Centro-Oeste (196.544,3 m3/més), seguido pelo Sul (192.198,3 m®més). Embora na
regido Sudeste esteja localizado os maiores centros urbanos e consumidores de
biodiesel, a industria nessa regido tem uma capacidade nominal pequena, de
aproximadamente 39.383,9 m3/més"®.

2.2 Matérias-primas usadas na produc¢ao de biodiesel

O material inicial usado na producao de biodiesel sdo 6leos e gorduras, fontes
naturais renovaveis que podem ser produzidos localmente de maneira sustentavel'®. Em
geral, a composi¢cao destes 6leos e gorduras compreendem cerca do 90 a 98% de
triglicerideos e pequenas quantidades de diglicerideos, monoglicerideos, acidos graxos
livres, fosfolipidios, carotendides, tocoferdis, agua e outras impurezas'"17.

Os triglicerideos sdo formados por um mol de glicerol e trés mol de acidos graxos
com comprimento da cadeia carbdnica e nimero de ligagdes insaturadas variaveis?3.
Usualmente, os acidos graxos encontrados nestes triglicerideos s&o acido palmitico
(C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1), linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3)'8. Porém
as quantidades destes acidos graxos variam entre matérias-primas (Tabela 1),
proporcionando propriedades fisico-quimicas diferentes’®.

Tabela 1. Teor de 6leo nas sementes, produtividade e composigédo quimica de algumas matérias-primas.

e Teor de 6leo  Produtividade Perfil composicional (%)
Matéria-prima o . . . . . .
(%) (L/ha/ano) C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Girassol 25-35 952 5-8 2-6 15-40 30-70 3-5
Palma 30-60 5950 0,5-2,0 35-48 3-7 36-44 9-14 0-0,2
Soja 15-35 446 - 6-10 2-5 20-30 50-60 5-11
Oliva 45-70 1212 - 9-10 2-3 72-85 10-12 0-1
Pinhdo-manso 30-40 1892 14-15 - 0-13 34-46 14-15 0-0,3
Algodéo 18-25 325 - 23-28 0,8-09 13-18 57 0-0,2
Frango - - 3 20 3 38 - -

Fonte: Adaptado de Atabani et al. (2012)'* e Ambat et al. (2018)2.

Atualmente, existem mais de 350 cultivos oleaginosos identificados no mundo
inteiro como fontes potenciais para a producdo de biodiesel, os quais podem ser
classificadas de acordo com a origem e a geragao’.
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Com respeito a origem, as matérias-primas sao divididas em quatro categorias:
Oleos vegetais (comestiveis e ndo comestiveis), gorduras animais, 6leos residuais ou
reciclados e oleos derivados de microrganismos oleaginosos (microalgas, bactérias,
leveduras e fungos)'.

Com respeito a geragdo, as matérias-primas s&o divididas em trés categorias:
primeira, segunda e terceira geragao. Desta forma, os 6leos vegetais comestiveis séo
considerados a primeira geragao por serem os primeiros cultivos usados na produgéao de
biodiesel. Enquanto, a segunda geragao compreende os 6leos vegetais nao comestiveis,
gorduras animais e O6leos residuais. Mais recentemente, os 0leos de microrganismos
oleaginosos sdo considerados a terceira geragao”.

Algumas matérias-primas usadas na produgéo de biodiesel de cada categoria sdo
apresentadas na Figura 1.

Matérias-primas para
producao de biodiesel

Primeira Segunda Terceira
Geracéao Geracéao Geragao
v ¥ JR— p—T v
Oleos Vegetais Oleos Vegetais oo . N Oleos de
Comestiveis N&o Comestiveis Gorduras Animais Oleos Residuais Microrganismos
Girassol Y ( N ( N ( )
Soja Plnr&z?-ar:.aanso Banha de porco Bacterias
Canola | ? Cozinha Microalgas
Mamona Sebo bovino .
Palma : . Borra de café Fungos
c Mahua Oleo de peixe p e
0co Polanaa Gordura de frando Lixo organico Leveduras
Amendoim g 9 Cianobacterias
: Tabaco
Milho
. /L /L J

Figura 1. Classificacdo das matérias-primas usadas na producao de biodiesel. Fonte: adaptado de Atabani
et al. (2012)'* e Karmakar et al. (2019)".

Apesar da extensa variedade de matérias-primas acessiveis para a producao de
biodiesel, hoje em dia as matérias-primas de primeira geracdo ou O6leos vegetais
comestiveis dominam o mercado global de biodiesel?®. Por exemplo, no Brasil
aproximadamente 68% do biodiesel produzido € a partir da soja e 32% a partir de outros
Oleos e gorduras de segunda geracgao (Figura 2)%.



24

B Gordura Bovina
12,99%

B Qutros Materiais Graxos
12,78%

u Oleode Algodio
0,62%

Gordura de Porco
2,05%

® Oleo de Fritura
1,46%

Outras Matérias Primas
3,88%

[ Gordura de Frango
0,45%

® Oleode Palma / Dendé
1,31%

Oleo de Milho
0,04%

Oleo de Soja
68,30%

Figura 2. Perfil de matérias-primas usadas na producao de biodiesel no Brasil (2019). Fonte: extraido do
boletim mensal do Biodiesel da Agencia Nacional do Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis — ANP?2,

Usualmente, os precos destes Oleos vegetais comestiveis representam cerca do 70
a 80% do custo total de producgao de biodiesel, uma vez que sdo submetidos a processos
de refinamento que envolvem varias etapas como desodorizacdo, branqueamento,
neutralizagdo e degomagem*18.

A reducao desses custos pode ser alcancada através do uso de matérias-primas
mais econdmicas. No entanto, os Oleos e gorduras com menores pregos contém
quantidades relativamente altas de acidos graxos livres e agua que prejudicam o
rendimento e a qualidade do biodiesel. Por conseguinte, a escolha da matéria-prima é
um passo chave na producido de biodiesel, que afeta varios fatores incluindo custo,
rendimento, composic¢édo e pureza do biodiesel produzido?.

Esta escolha pode ser realizada através da analise de varios parametros, tais como:
(i) teor de 6leo nas sementes; (ii) produtividade por unidade de area; (iii) ciclo de vida da
planta; (iv) composigcao quimica e propriedades fisicas do 6leo; (v) localizagdo geografica,
potencial agricola, clima e condi¢des locais do solo; (vi) processo quimico empregado e
(vii) criagdo de emprego™14.

A Tabela 2, resume as principais vantagens e desvantagens entre os diferentes
tipos de matéria-prima levando em consideragdo os parametros anteriormente

mencionados.
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Tabela 2. Comparagao entre os diferentes tipos de matérias-primas.

Matéria-prima Vantagens Desvantagens
-Custo alto
— . . - Baixo teor de AGL e agua -Alta demanda como fonte de
Primeira Oleos vegetais . . .
= 2 - Rendimento e qualidade boa alimento
geragao comestiveis : .
-Cultivados em terres araveis
-Competigéo por agua e solo
-Custo médio -Pode ter alto teor de AGL
Oleos vegetais -Inade'quado para consumo -Competi¢éo por agua e solo
~ Ay -Rendimento e qualidade boa
ndo comestiveis ;
-Pode ser cultivado em terras
marginais
Segun~da Gorduras -Custo_ baixo ) _ - Alto teor de AGL
geracao L -Propriedades nao corrosivas
animais ~
-Alta grau de saturacéo
-Custo baixo - Alto teor de AGL e agua
. S -Elimina a necessidade de serem  -Disponibilidade dispersa
Oleos residuais
descartados
-Alta abundancia
-Maior rendimento por area -Custo alto na infraestrutura
-Menores custos de colheita e -lsolamento de espécies
Terceira . ' . trans'porte o -Modificagdo genética
= Oleos microbiais  -Cultivados em terras marginais
geragao ~ e
nao araveis

-Alta grau de saturacao
-Baixo impacto ecoldgico

Fonte: adaptado de Atabani et al. (2012)'4, Pinzi et al. (2014)?2 e Karmakar et al. (2019)".

Em vista do relatado acima, as matérias-primas mais adequadas para a producao
de biodiesel sdo aqueles dleos vegetais brutos com maior produtividade por area como
o 6leo de palma ou dleos de baixo custo, como os dleos residuais de fritura®3. Essas
mateérias-primas em geral possuem elevados teores de acidos graxos livres e agua,
portanto, sdo catalogadas como matérias-primas de baixa qualidade. Desta forma, estes
Oleos foram selecionados para execucgao do presente trabalho.

2.2.1 Oleo de palma

A palma (Elagis guineenses) comumente chamada dendezeiro € uma planta
pertencente a familia das Arecaceae. Esta palmeira é originaria da costa ocidental da
Africa, porém no Brasil é vastamente cultivada no norte da Bahia e no estado de Para2425,
Seu fruto conhecido como dendé apresenta dois tipos de 6leos com propriedades fisico-
quimicas diferentes entre si: (i) o 6leo de palma, extraido da polpa ou mesocarpo, com
um teor de 20 a 22% e (ii) o 6leo de palmiste, extraido da améndoa ou endosperma, com
um teor de 38 a 55%2°.
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Com respeito ao 6leo de palma, sua principal aplicacédo € na area alimenticia
como margarinas, massas de sorvetes, achocolatados, gorduras para fritura e
panificacdo; mas também pode ser usado na fabricacdo de cosméticos, produtos de
higiene e limpeza, farmacos, lubrificantes e combustiveis'’. Esse 6leo vem ganhando
interesse na producgao de biodiesel por apresentar uma produtividade dez vezes maior
que a da soja e pela diminuicdo da sua qualidade causada pela rapida degradagao
enzimatica durante o armazenamento, uma vez que € extraido?.

2.2.2 Oleo residual de fritura (OGR)

A produgédo mundial de 6leos e gorduras é cerca de 197 milhdes de toneladas, a
maior parte desses 6leos sao usados na fritura de alimentos e depois sdo descartados.
Durante a fritura, o éleo é aquecido a temperaturas elevadas (de 150 a 200 °C) por um
tempo relativamente longo ocasionando diversas mudangas fisico-quimicas dependendo
do tempo de exposicdo e da composicdo do 6leo?”. As alteragdes fisicas incluem o
aumento da viscosidade e do calor especifico, bem como a mudanca da tensao
superficial e da cor. Enquanto as alteragdes quimicas, os Oleos sdo submetidos
principalmente a trés tipos de reacdes durante a fritura que causam a formacgao de
compostos indesejados?®. Por exemplo: na hidrdlise, parte da agua dos alimentos
dissolvida no dleo induz a clivagem dos glicerideos gerando acidos graxos livres e
glicerol?”; na oxidagéo, parte do oxigénio do ar dissolvido no 6leo reage com glicerideos
insaturados formando varios produtos de oxidacdo??; e na termdlise, parte dos acidos
graxos saturados aquecidos a altas temperaturas e em auséncia de oxigénio s&o
degradados a compostos polares volateis?®. Grande parte desse 6leo é descartado de
forma inadequada diretamente na rede do esgoto ou langado em lixdes juntamente com
outros residuos. Essas acdes tem levado a sérios impactos no meio ambiente, destruindo
e desequilibrando ecossistemas. Por exemplo: na agua afeta todo processo de
fotossinteses e o desenvolvimento dos seres vivos que habitam naquele lugar da
contaminagao, pois se forma uma pelicula superficial diminuindo a area de contato entre
a superficie da agua e o ar, impedindo assim a entrada de luz solar e a troca de gases;
no solo, contribui na formac&o de enchentes e na alteragéo do metabolismo da plantas®.
Esses 6leos também vém ganhando interesse na produgéo de biodiesel por apresentar
um prego de até trés vezes menor quando comparado com o6leos vegetais virgens e pode
minimizar a contaminagdo da agua e dos solos 3.
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2.3 Tecnologias usadas na producgao de biodiesel

A aplicacdo de dleos vegetais como combustiveis comegou em 1900, quando o
inventor do motor a diesel, Rudolf Diesel, testou o 6leo de amendoim no motor de ignigao
por compressdo®. No entanto, alguns problemas operacionais foram relatados, como: a
combustao incompleta, formacao de depdsitos de carbono e diminuicdo da eficiéncia de

lubrificagdo®2. Estes problemas foram associados principalmente a alta viscosidade,
baixa volatilidade e baixa estabilidade contra a oxidacdo destes 6leos™?.

Tentativas para superar esses problemas incluiram o uso de misturas e
microemulsdes; estes métodos fisicos visavam diminuir a viscosidade, mas nao
conseguiram resolver o problema de depodsitos de carbono e polugdo por lubrificagao.
Consequentemente, outros métodos foram desenvolvidos como a pirdlise e a
transesterificacdo. No entanto, o craqueamento térmico era bastante complicado para
operar e gerava produtos secundarios sem valor comercial’”. Algumas vantagens e
desvantagens destas diferentes tecnologias sdo apresentadas na Tabela 3.

Tabela 3. Comparacao entre as principais tecnologias usadas na produc¢ao de biodiesel.

Tecnologias Vantagens Desvantagens

-Portabilidade da natureza liquida -Maior viscosidade

Uso direto e misturas

-Teor de calor (~80% do combustivel
diesel)
-Prontamente disponivel

-Menor volatilidade
-Reatividade de cadeias de
hidrocarbonetos insaturados

Microemulsoes

-Melhores padrées de pulverizagao
durante a combustao
-Viscosidades mais baixas

-Menor nimero de cetano
-Menor teor de energia

-Processo simples
-Sem poluentes

-Custo de equipamento elevado
-Baixa pureza

Pirclise -Quimicamente semelhante a gasolina -Requer altas temperaturas
-Rendimento moderado
-Propriedades proximas com diesel -Eliminagao do subproduto (glicerol
-Alta eficiéncia de conversao e aguas residuais)
e -Menor custo
Transesterificagdo

-Maior nimero de cetano
-Emissdes mais baixas
-Maior eficiéncia de combustao

Fonte: adaptado de Leung et al. (2010)* e Lin et al. (2011)33.

Dentre as quatro tecnologias, a conversao quimica do 6leo em seu éster graxo

correspondente, ou seja, a transesterificagdo foi o processo mais viavel para resolver o
problema de alta viscosidade e baixa volatilidade. Ademais, € atualmente o método usado
a escala industrial para a producao de biodiesel.



28

2.3.1 Uso direto e misturas

Os Oleos vegetais podem ser usados diretamente para operar um motor ou
misturados com combustivel diesel para reduzir a viscosidade e melhorar o desempenho
do motor".

2.3.2 Microemulsées

Uma microemulsdo € uma dispersdo coloidal de microestruturas fluidas
opticamente isotropicas com dimensdes geralmente na faixa de 1 a 150 nm, formadas
espontaneamente a partir de dois liquidos imisciveis € um ou mais componentes
anfifilicos i6nicos ou ndo idnicosd. Estas microemulsdes podem ser preparadas pela
mistura de Oleos vegetais com um éster e um dispersante (co-solvente) ou de oleos
vegetais com um alcool e um surfactante, com ou sem a presenca de diesel’".

2.3.3 Pirdlise (craqueamento térmico)

A pirdlise é a conversao de uma substancia organica em outra atraveés da aplicagao
de energia térmica (300 a 1300 °C) na auséncia de oxigénio e com ajuda ou ndo de um
catalisador®''. O material pirolisado pode ser qualquer tipo de biomassa, como 6leos
vegetais, gorduras animais, acidos graxos naturais e ésteres metilicos de acidos graxos?.
A decomposicao térmica de triglicerideos produz alcanos, alquenos, alcadienos,
compostos aromaticos e acidos carboxilicos™.

2.3.4 Transesterificagdo

A transesterificagdo ou alcodlise € a reagéo entre um alcool de cadeia curta e um
triglicerideo para formar ésteres de acidos graxos e glicerol (Figura 3). Este processo
envolve um numero consecutivo de reagdes reversiveis, nos quais os triglicerideos sao
convertidos em diglicerideos, posteriormente em monoglicerideos e no final em
glicerol®*2. Uma vez que as reagdes sdo reversiveis, um excesso de alcool é necessario
para deslocar o equilibrio no sentido da formacao de ésteres. Muitos alcoois podem ser
usados nesta reagao, incluindo metanol, etanol, propanol e butanol. Porém, o metanol é
usado com maior frequéncia devido seu baixo custo e as vantagens fisico-quimicas,
como sua polaridade e menor cadeia®.
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Figura 3. Reacao geral de transesterificagéo de triglicerideos. R1, Rz, Rs e R representam grupos alquilo e
o catalisador pode ser alcalino, acido ou enzimatico. Fonte: adaptado de Ma e Hanna (1999)3.

A transesterificagao pode ser realizada com a presenga ou ndo de um catalisador.
Os processos nao cataliticos incluem reagdes subcriticas ou supercriticas, as quais
podem produzir uma alta taxa de conversdao em um curto periodo de tempo; no entanto,
as temperaturas e pressdes de operacao sao bastante elevadas. Por outra parte, os
processos cataliticos incluem catalisadores que mantem o mesmo estado de fase com
0s reagentes (catalisadores homogéneos) e catalisadores que permanecem em
diferentes fases com os reagentes (catalisadores heterogéneos) durante o processo de
reagdo’®.

A catalise homogénea alcalina é o processo mais empregado na produgao de
biodiesel em escala industrial, porém apresenta sensibilidade a presenca de acidos
graxos livres e agua. Isso porque, teores superiores de acidos graxos (> 2,5%) e agua
(0,5%) promovem a formacgao de sabédo, produzindo assim a redug¢ao do rendimento de
reacao e dificultando o processo de separagdo. Em contraste, a catalise homogénea
acida pode ser usada em substratos com elevados teores de acidos graxos livres, no
entanto, o processo exibe taxas de reagao baixas. Assim mesmo, a catalise heterogénea
tem a capacidade da reutilizacdo do catalisador, além da facilidade na separagao e
purificacdo do biodiesel quando comparado com a homogénea, porém os catalisadores
alcalinos seguem apresentando sensibilidade a presencga de acidos graxos livres e os
catalisadores acidos tem uma preparacao tediosa com baixa concentracdo de sitios
ativos e elevado custo. Enquanto a catalise enzimatica, ela pode gerar produtos com
elevada pureza sob condi¢gdes mais suaves de reacao e com a possibilidade de reuso do
catalisador, no entanto o custo destas enzimas séo elevados*2734.
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A selecao da rota de producdo de biodiesel por transesterificacdo depende

basicamente da qualidade e natureza da matéria-prima, a Tabela 4 mostra as vantagens

e desvantagens de cada uma das delas.

Tabela 4. Comparacgao entre os diferentes tipos de catalise usados na produgio de biodiesel.

Tipo de catalise = Catalisador Vantagens Desvantagens
- Rendimento alto -Geragéo de efluentes
- KOH - Custo baixo -Sensivel a AGL e agua
@ Alcalina NaOH - Taxa de reagdo alta -Necessidade de purificagéo
«@ - Condi¢des moderadas de operacédo -Sem possibilidade de reuso
8’ -Toxico para o ambiente
£ -Alto rendimento -Geracéao de efluentes
:E -Custo baixo -Corrosao do equipamento
] Acida HCI -Taxa de reagdo media -Necessidade de purificagéo
8 H2S04 -Insensivel a AGL e agua -Sem possibilidade de reuso
= -Catalise simultanea de esterificagéo e -Temperaturas medias
s transesterificagdo
8 -Alto rendimento -Custo alto
Enzimatica Lipases livres  -Baixo consumo de energia -Inibigéo por alcoois
-Alta pureza do produto -Sem possibilidade de reuso
o -Alto rendimento -Sensivel a AGL e agua
Oxidos -Custo médio -Necessidade de purificagéo
metalicos, -Taxa de reacgdo alta -Temperatura alta
Alcalina zedlitas -Possibilidade de reuso -Presséo alta
alcalinas e -Pode ser usado em processos continuos -Lixiviagéo de catalisador
© argilas -N?o_ corrosivo~ -Limitagdes de difuséo
2 -Facil separagéo
‘ -Alto rendimento -Custo alto
o . -Custo médio -Preparagéo tediosa
o Polimeros -Taxa alta de reagao -Concentracéo de sitios ativos baixa
% Acida inorganicos e  -Insensivel a AGL e agua -Lixiviag&o de catalisador
' carbonos -Possibilidade de reuso -Limitagdes de difusédo
S sulfonados -Pode ser usado em processos continuos
£ -Catalise simultanea de esterificagéo e
© transesterificagéo
® -Alto rendimento -Custo alto
o -Insensivel a AGL e agua -Inibicao por alcoois
Lipases -Possibilidade de reuso -Taxa baixa de reagéo
Enzimatica . . -Pode ser usado em processos continuos
imobilizadas -Baixo consumo de energia
-Alta pureza do produto
-Facil separacao
-Alta taxa de reacao -Temperatura alta
o - Insensivel a AGL e agua -Presséo alta
.g -Menor niumero de etapas de -Custo alto de equipamento
= -, processamento -Consumo de energia alto
8 Subcritica ou Sem
S Supercritica catalisador
3
4

Fonte: adaptado de Lam et al. (2010)34, Leung et al. (2010)* e Fonseca et al. (2019)".

Mas

recentemente, outro processo de producido de biodiesel

chamado

hidroesterificagdo surgiu como alternativa para viabilizar o uso de matérias-primas de

segunda geracdo com altos teores de acidos graxos livres e agua que asseguram um

processo de produgdo com menor custo e sem etapas de purificacdo.



31

2.4 Hidroesterificagao

A hidroesterificagdo é um processo empregado na produgédo de biodiesel que
apresenta algumas vantagens em relagéo a transesterificagdo. Tais vantagens incluem:
0 uso de qualquer matéria-prima; alta pureza do glicerol obtido e um biodiesel isento de
contaminagdes®. Este tecnologia envolve duas etapas consecutivas, hidrolise e
esterificacdo, as quais podem ser catalisadas por enzimas, acidos, bases ou produzidas
em processos nao cataliticos sob condigdes de fluidos subcriticos ou supercriticos’.

Na primeira etapa (Figura 4), os glicerideos (mono-, di- e triglicerideos) presentes
no oleo ou gordura s&o hidrolisados em meio aquoso para gerar acidos graxos livres e
glicerol, os quais sdo produtos com elevado valor agregado empregados usualmente
como matérias-primas na industria de cosméticos, alimentos, produtos farmacéuticos e
detergentes’. A hidrélise destes 6leos ou gorduras convencionalmente é realizada
através de um processo chamado Colgate-Emery, que requer de temperaturas de 250
°C e pressbdes de 50 bar para alcancar altos rendimentos. No entanto, sob essas
condigbes também ocorrem reagdes indesejaveis como a oxidagao de triglicerideos®®.

0 R4 O
>\70 O« HOAR
R le} o 1 OH
OH
(0] - =
+ e == )k
o) H™H HO Ry +
0]
>/—R2 OH
0 )k
HO Rs
Triglicerideo Agua Acidos graxos livres Glicerol

Figura 4. Reacdo geral de hidrdlise de triacilglicerideos. R1, R2 e Rs representam grupos alquilo e o
catalisador pode ser alcalino, acido ou enzimatico. Fonte: adaptado de Pourzolfaghar et al. (2016)".

Na segunda etapa (Figura 5), os acidos graxos gerados na etapa anterior sao
esterificados com um alcool de cadeia curta para formar ésteres de acidos graxos e agua.
Como as duas etapas sao independentes, os produtos de reagao nao apresentam
problemas de contaminagéo, resultando num glicerol e biodiesel com elevada pureza’. A
esterificacdo destes acidos graxos com alcoois de cadeia curta é realizada comumente
usando catalisadores acidos, como acido sulfurico, acido cloridrico, acido fosférico ou
acido sulfénico. No entanto, o uso destes catalisadores apresenta desvantagens, como
toxicidade, corrosdo dos equipamentos e a geragdo de efluentes de dificil tratamento?’.
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Figura 5. Reacao geral de esterificagdo de acidos graxos. R1, Rz, R3 € R representam grupos alquilo e o
catalisador pode ser alcalino, acido ou enzimatico. Fonte: adaptado de Pourzolfaghar et al. (2016)".

Em contraste, a hidrdlise e esterificagao, catalisada por enzimas podem ocorrer a
temperaturas mais baixas, reduzir o consumo de energia, consumir menos solventes e
fornecer produtos mais limpos com um risco reduzido de reagdes indesejaveis. Entre os
fatores mais importantes que influenciam estas reagdes estdo as enzimas (tipo, método
de preparo e concentragao), o tempo, a temperatura, pH, razdo molar dos substratos e
taxa de mistura’. Estudos recentes sobre a hidrolise de matérias-primas de baixa
qualidade sob diferentes condicdes de reacido sido apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Hidrdlise enzimética de matérias-primas de baixa qualidade.

Matéri . Fonte de li Condigdes de reagao Rendimento Ref
atéria-prima onte de lipase Oleoftampdo T (°C) t(h) oH (%) ef.
. C. rugosa 1:1 (VIv) 30 10 7 100 38
Cocizonﬁ: Candida sp. 112 40 15 - - 39
Lypozyme TL IM - 40 - 7 61 40
C. rugosa 1:1 30 4 7 100 41
Oleo de Jatropha curcas L. 10% 40 2 8 95 42
palma Ricinus communis 15,9 m/m 43,5 1,2 4,5 72 43
C. Rugosa tipo VII 0,1 g/mil 45 1,5 7,5 97 44
Oleo de C. rugosa 2:1 40 24 75 78 4
pinhdo-manso
. A. oryzae 4:1 - 1 7 40 46
Sl'aer‘;gr?a A. oryzae 3:1 35-40 12 7 42 a7
Jatropha curcas L. 10% 40 2 8 24 42
Oleo de Lipozyme 2:1 55 6 8 82 w
macauba

Fonte: adaptado de Lam et al. (2010)%4, Leung et al. (2010)* e Fonseca et al. (2019)%”

Assim mesmo, estudos recentes sobre a esterificacdo de acidos graxos
provenientes de matérias-primas de baixa qualidade sob diferentes condi¢des de reacao
sao apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Esterificagdo enzimatica de matérias-primas de baixa qualidade.

Condigoes de reagéao

Matéria-prima  Fonte de lipase P X Rend:mento Ref.
Acido/alcool T (°C) t(h) Alcool (%)

; Novozym 435 1:6 40 24 Etanol 89 50
Oleo de . )

) Candida sp. 1:2 40 8 Metanol 96 51
cozinha

Candida sp. - 40 40  Metanol 98 39

Oleo de Novozym 435 1:1,2 40 3 Metanol 98 6
palma Candida sp. 1:3 40 30  Metanol 88 52
Oleo de Lipozyme IM - 60 10  Metanol 86 5
pinh&o-manso
Oleo de Lipozyme IM 1.3 65 8  Etanol 98 54
mamona
Oleo de Rhizomucor miehei 1,2 40 8  Etanol 91 3
macauba
Acido laurico Carica papaya 1:20 55 24 Butanol - 55
Acido oleico Carica papaya 1:1 50 1 Metanol 80 56

A continuacdo, um breve resumo sob as enzimas usadas na producido de
biodiesel, as quais sdao chamadas lipases.

2.5 Lipases

As lipases (triacilglicerol hidrolase, EC 3.1.1.3) constituem um grupo diverso de

enzimas obtidas a partir de fontes animais, vegetais ou de microrganismos como fungos,

leveduras
portanto®8:

(i)

(ii)

(iii)

(iv)

(v)

e bactérias®’. Ademais, pertencem a familia das a/B-hidrolases (Figura 6),

Possuem uma estrutura composta por um nucleo quase paralelo de folhas B
envolvidas em duas camadas de a-hélices;

O sitio ativo é formado por trés residuos de aminoacidos (serina, aspartato ou
glutamato e histidina);

O residuo serina, responsavel pela catalise repousa numa curva entre uma
folha B e uma a-hélice com uma sequéncia peptidica altamente conservada
Gly-X-Ser-X-Gly;

Apresenta uma tampa conformada por uma sequéncia peptidica de a-hélices
hidrofilica que cobre o sitio ativo;

A tampa contém quatro bolsas de ligacdo para substrato (um orificio de
oxianido e trés bolsas que acomodam &acidos graxos ligados nas posi¢des sn-
1, sn-2 e sn-3).
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">, nucleéfilo
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Figura 6. Dobramento classico de a/B-hidrolase. (A) Estrutura terciaria. (B) Estrutura secundaria. Flechas
(a-hélices); espirais ou cilindros (folhas f); circulos vermelhos (sitio ativo); Serina (Ser); Histidina (His);
Aspartato (Asp); Glutamato (Glu).

Estas enzimas naturalmente catalisam a hidrolise de triglicerideos na interface agua
e Oleo. Porém, também podem atuar como catalisadores em reacdes de esterificacédo e
transesterificagao (alcodlise, acidolise e interesterificagdo), quando a quantidade de agua
no sistema é suficientemente baixa para deslocar o equilibrio no sentido da sintese®.

O mecanismo catalitico das lipases, na hidrdlise ou sintese envolve duas etapas,
acilacéo e desacilacao (Figura 7).
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Figura 7. Mecanismo catalitico de hidrélise ou sintese em lipases. (A) Acilagdo. (B) Desacilagédo. Fonte:
Adaptado de Campillo- Alvarado (2013)8°.
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Na etapa de acilagdo, ocorre um ataque nucleofilico do residuo hidroxilico da
serina sobre o carbono da ligacao éster do glicerideo susceptivel formando um
intermediario tetraédrico, em seguida uma molécula de alcool (monoglicerideos,
diglicerideos ou glicerol) é liberado e um complexo acil-enzima é formado. E na etapa de
desacilagao, o grupo hidroxila do aceitador de acila (agua, alcool, glicerideos ou acido
graxo) ataca ao complexo acil-enzima formando outro intermediario tetraédrico, em
seguida o produto (triglicerideo, éster ou acido graxo) € liberado e a enzima é
regenerada®061,

Adicionalmente, estas enzimas apresentam a capacidade de atuar de forma
seletiva sobre diferentes substratos, isto € controlado pelas propriedades da enzima a
nivel molecular, a estrutura do substrato e também por fatores que afetam a ligagéo
enzima-substrato®2. Neste sentido, as lipases podem ser classificadas de acordo com sua
seletividade em:

(i) Lipases regiosseletivas
Sao aquelas que tem a capacidade de discriminar entre as posi¢cdes externas
e a posigao interna do esqueleto do triglicerideo. Elas podem ser de dois tipos:
nao-especificas e 1,3-especificas. As lipases ndo-especificas, sdo aquelas que
podem hidrolisar o acido graxo em qualquer posi¢ao. Enquanto as lipases 1,3-
especificas, sao aquelas que apenas podem hidrolisar os ésteres primarios,
ou seja, os acidos graxos da posi¢éo sn-1 e sn-3 no triglicerideos®.

(i) Lipases tiposseletivas
Sao aquelas que tem a capacidade de discriminar entre diferentes acidos
graxos de comprimento da cadeia e grau de instauragdo determinada®.

(iii) Lipases estereosseletivas
Sao aquelas que tém a capacidade de discriminar entre enantiomeros e
substratos racémicos®*.

Dentre as diferentes lipases, as lipases vegetais tem sido foco de muita atencao
devido as vantagens que apresenta sobre as lipases animais e microbianas, como sua
especificidade, baixo custo, disponibilidade e facilidade na purificacao®. No entanto, a
principal desvantagem da implantagdo destas enzimas em grande escala € o baixo teor
enzimatico em sementes. As Caricaceae ou Euphorbiceae superam essa desvantagem,
pois suas enzimas estéo disponiveis em grandes quantidades em seu latex®®.
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2.5.1 Lipase de Carica papaya

O mamoeiro, conhecido cientificamente como Carica papaya é uma planta
arborescente pertencente a familia das Caricaceae de caule macio e nado ramificado,
capaz de crescer de 5 a 20 metros de altura (Figura 8A). Esta arvore é nativa da América
central; porém é amplamente cultivada em regides tropicais e subtropicais do mundo
inteiro por sua fruta comestivel conhecida como papaia ou mamao e por seu latex, uma
fonte rica de proteases usadas na industria alimenticia e farmacéutica®’.
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Figura 8. Carica papaya. (A). Mamoeiro (B). Mam&o. Fonte: elaborado pela autora.

O latex de mamao é um liquido tixotropico de aparéncia leitosa, encontrado
frequentemente nas partes aéreas do mamoeiro, incluindo frutos ndo maduros (Figura
8B). Este latex contém cerca de 85% de agua, 15% de massa seca e uma grande
variedade de enzimas com composi¢cao variavel dependente da idade ou sexo do
mamoeiro, da variedade e localizagdo geografica das culturas, assim como da hora do
dia em que a coleta é realizada®"-%,

Dentre da variedade de enzima presentes no latex, apenas a fragdo nao soluvel
em agua apresenta atividade hidrolitica, tal atividade é atribuida principalmente a quatro
enzimas: uma esterase (CpEst), duas lipases (CpLip1; CpLip2) e uma fosfolipase
(CpPLD1)8°, Além disso, esta fragdo contém espécies nao proteicas como acidos graxos
saturados e insaturados, tocoferdis, tocotriendis, alcoois triterpénicos, esterdis e a
possivel presenca de cadeias curtas de poli-isopreno ligadas covalentemente a
moléculas fosfolipidicas formando uma matriz polimérica®.
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Esse complexo lipolitico presente no latex possui varias vantagens em
comparagdo com outras lipases, tais como®%.70.71.72:

(i) Boa estabilidade numa ampla faixa de pH, temperatura, solventes organicos e
a presenca de outras enzimas;

(i) Relativamente econdmica (1/3 do custo da Candida rugosa bruta e 1/30 da
Novozym 435);

(i) Considerada “auto-imobilizadas” por estar ligada naturalmente a uma matriz
nao soluvel em agua, portanto, ndo requer de suportes adicionais e podem ser
recuperadas e reutilizadas;

(iv) Seutipo-, régio e estéreosseletividade oferecem alta versatilidade em diversas
reacdes bioquimicas;

(v) Pode ser coletado de forma sustentavel a partir do agro-residuo do mamao de
frutas doentes e verdes ou do residuo gerado na etapa de remogao de
substancias insoluveis no processo de purificagao da papaina.

Além disso, esta lipase tem sido amplamente utilizada na modificagado de dleos
vegetais ou gorduras animais (com base em 1-3 s e regiosselectividade). Ademais, como
catalisador em reacdes de hidrélise, esterificacao e transesterificacao de substratos nao
glicerolipidios e na resolugdo de compostos quirais’®. Desta forma, levando em
consideragao todas as vantagens e aplicagdes desta enzima o latex bruto e duas fragbes
parcialmente purificado de Carica papaya foram selecionados para execugao do presente
trabalho.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a aplicagdo da lipase de Carica papaya na sintese de biodiesel a partir da

hidroesterificacdo de matérias-primas de baixa qualidade.

3.2 Objetivos especificos

Caracterizar a qualidade dos 6leos a serem usados como matérias-primas de
baixa qualidade, através das analises do perfil composicional, teor de acidos
graxos livres, indice de acidez, indice de peroxido e teor de agua;

Caracterizar o biocatalisador escolhido mediante a dosagem da atividade
hidrolitica a diferentes valores de pH, temperatura, tempo de incubacao,
concentracao de tampéo e quantidade de substrato;

o Avaliar os biocatalisadores de Carica papaya através da determinagédo da
atividade hidrolitica e umidade;

Definir as melhores condi¢gdes reacionais na hidrélise em reator de tanque
agitado operando em modo batelada;

o Avaliar o rendimento reacional mediante a determinagao do teor de acidos

graxos livres;

Esterificar os acidos graxos obtidos em reator de tanque agitado operando em
modo batelada por duas rotas diferentes, catalise acida e enzimatica,;

o Avaliar o rendimento reacional mediante a determinacio do teor de ésteres
produzidos;

Realizar uma comparacdo com outras rotas de producdo de biodiesel,
convencionais € ndo convencionais;

o Avaliar o rendimento reacional mediante a determinagao do teor de ésteres
produzidos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

4.1.1 Enzimas

A lipase de pancreas de porco (Sigma-Aldrich, lote: SLBL2143V) foi utilizada na
determinacao do perfil composicional na posi¢cédo sn-2 do triglicerideo. Assim mesmo, a
lipase de Carica papaya foi usada como catalisadores na hidrdlise de triglicerideos, bem
como na esterificagéo de acidos graxos.

4.1.2 Substratos

O azeite de oliva (Carbonell®, lote: L72449-11821), adquirido no mercado foi
empregado como substrato na dosagem da atividade hidrolitica. O 6leo bruto de palma e
0 o6leo residual oriundo do processo de fritura foram usados como matérias-primas de
baixa qualidade nas reagdes de hidrdlise e transesterificacdo. Assim mesmo, os acidos
graxos livres obtidos da hidrolise foram usados nas reagdes de esterificagao.

4.1.3 Outros materiais e reagentes

Os demais reagentes, adquiridos comercialmente em grau analitico foram:
acetona (Neon, lote: 41587), acido acético (Chemicals, lote: 29508), acido citrico
(Labsynth, lote: 180542), acido cloridrico (J.T. Baker, lote: J26C22), acido sulfurico
(Chemicals, lote: 29579), alcool etilico (Dinémica, lote: 93060), alcool metilico (Sigma-
Aldrich, lote: SHBC0287V), alcool terc-butilico (Sigma-Aldrich, lote: BCBN2894V), amido
(Chemicals, lote:180364), bicarbonato de sédio (Labsynth, lote: 185818), carbonato de
potassio (Labsynth, lote: 185954), cloreto de calcio (Labsynth, lote: 18738), cloreto de
sédio (Labsynth, lote: 186538), éter etilico (Chemicals, lote: EZ0071), etilenoglicol
(Sigma-Aldrich, lote: SZBA2720V), fenolftaleina (Labsynth, lote: 190142), fosfato de sodio
bibasico (Quimica moderna, lote: 27610), fosfato de potassio monobasico (Labsynth, lote:
187854), goma arabica (Sigma-Aldrich, lote: SLBQ4460V), heptano (Neon, lote: 35629),
hexano (Neon, lote: 37261), hidroxido de potassio (Labsynth, lote: 186950), hidréxido de
sodio (Labsynth, lote: 163945), iodeto de potassio (Synth, lote: 216217), isooctano (Neon,
lote: 35622), MSTFA (Fluka Analytical, lote: BCBJ86652V), sal biliar, lauril sulfato de
sodio (Sigma-Aldrich, lote: 57H1242), tricapina (Solutions Within, lote: LC9338),
tiossulfato de sodio (Chemicals, lote: 75.704), tris base (Sigma-Aldrich, Iote:
SLBK4465V), 2,7-diclorofluresceina (Sigma-Aldrich, lote: MKBQ2318).



4.2 Equipamentos

Na Tabela 7, s&o apresentados os equipamentos empregados no desenvolvimento

dos experimentos descritos neste trabalho.

Tabela 7. Equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Equipamento Analise Fabricante Modelo
Anghsador de U.mldadfa do Shimadzu MOC63u
umidade biocatalisador
Agitador Agitacdo e
magnético com ~9"a% Kasvi K40-1820H

- aquecimento
aquecimento
Balanca Medidas de massa  Shimadzu  AUY220
analitica
Esa="" Reagées de
o Banho hidrélise,
3 %‘ termostatizado  esterificagao e Solab SL152
n transesterificagéo
Banho Dubnoff  A\tividade Ethik 304-TPA
hidrolitica technology
Centrifuga fsepara‘?ao de Hitachi CR22N
ases
Cromatografo Perfi
composicional, Shimadzu GC-2010
gasoso -
Teor de éster
i Estufa de .
| secagem Secagem Quimis Q317M
Eoudl |
" : pHmetro Medidas de pH Tecnal TEC-2
2
v
I . . Metrohm
& Titulador de Teor de agua nas
s b Karl Fisher matérias-primas< Pensalab 831 KF

Fonte: elaborado pela autora.
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4.3 Reatores

Na Tabela 8, sdo apresentados os reatores usados no desenvolvimento dos
experimentos descritos neste trabalho.

Tabela 8. Reatores utilizados no desenvolvimento deste trabalho.

Reator

Especificagoes

Reagodes

Reator encamisado
para tubo de
centrifuga tipo

Altura: 6 cm
Didmetro: 3 cm
Capacidade max: 50 mL

Reacgbes de
hidrolise na analise
da posigao sn-2 do

de tanque agitado

Capacidade max: 50 mL

Falcon triglicerideo
Reator encamisado Altura: 6 cm Reacgbes de
Diametro: 2 cm hidrolise no

planejamento

Altura: 8,5 cm

Reator encamisado Diametro: 3,5 cm Reagbes q§ ~
. . .. transesterificagdo
de tanque agitado Capacidade max: 80 mL alcalina
Junta esmerilhada: 24/40
Reator encamisado AI.tAu ra: 5 (_;m Reacgbes de
. Diadmetro: 2cm e
de tanque agitado Capacidade méx: 10 mL esterificacao e
de 3 bocas Junta esmerilhada: 14/20 transesterificagédo
Reator hldrotgrmlco Temperatura max: 270 °C ~
de alta presséao e ~ .. Reacgdes de
Pressdo max: 100 bares 2
alta temperatura Capacidade max: 300 mL hidroélise
(AlphaTec-RH-830) P :

Fonte: elaborado pela autora.
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4.4 Procedimento experimental
Os experimentos descritos neste trabalho foram desenvolvimentos em quatro
etapas consecutivas, as quais sao apresentadas na Figura 9.

Perfil
composicional

Teor AGL e
indice de acidez

Recebimento ] -
— Paims e
Materia-prima OGR p
Caracterizagdo ]—

Teor de dgua

Composigéo de
AG na Sn-2

Teor MAG, DAG
e TAG

—>[ Obtengéo
Umidade

->[ Escolha
Atividade
hidrolitica

S
—>[ Biocatalisador CPL-p T .

—>[ Caracterizagdo ]— incubagéo
[Tampao]
—P[ [Substrato]

# Temperatura

# Substratos ]

(e)
)
On
©
=
=
e
()
=1
(7))
[«})
o
1
=
=

T

Cinética ]—-P[ Teor de AGL ]
Hidrolise
Planejamento ]—>[ Teor de AGL ]
. o g e Palma
->[H|droester|f|cagao __
A i eor de
Acida H ésteres ]
Esterificagdo
s Teor de
Enzimatica ]—>[ ésteres ]
Transesterificagao .
e ]——D[Teor de esteres]
Metodqs Palma Transesterificagéo I , lTeor de ésteres]
comparativos OGR enzimatica

|

Hidroesterificagao Teor de ésteres
Supercritica/enziméatica

Figura 9. Fluxograma das etapas desenvolvidas neste trabalho. Fonte: elaborada pela autora.
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4.4.1 Recebimento das matérias-primas

O dleo de palma bruto foi fornecido pela empresa Agropalma (Belém — Para,
Brasil) e o d6leo residual de fritura foi adquirido do ponto de coleta de 6leo residual no
Instituto Federal de Sdo Paulo — IFSP (Matdo — S&o Paulo, Brasil). As amostras de 6leo
foram devidamente rotuladas e armazenadas a 21 °C sem exposicao a luz.

4.4.2 Caracterizagdo das matérias-primas

Para a avaliacdo da qualidade das matérias-primas escolhidas, o 6leo de palma
bruto e o dleo residual foram caracterizados através das seguintes analises:

a) Perfil composicional

A determinacéo do perfil composicional foi realizada de acordo com a metodologia
descrita na ET ISO 1296674, que requer a derivatizagdo da amostra. A reagédo de
metilacao foi efetuada em baldo de fundo chato acoplado a um condensador, usando
aproximadamente 0,5 g de amostra e 2 mL de solugdo metandlica de hidroxido de
potassio 0,2 mol/L. A mistura foi aquecida até ebulicdo; logo foram adicionadas duas
gotas de solugdo indicadora de fenolftaleina e solugdo metandlica de acido sulfurico
1,0 mol/L até o desaparecimento da cor rosa. A reagao foi mantida em aquecimento
durante 5 min; foram adicionados 2 mL de solug¢ao saturada de cloreto de sédio e 5 mL
de isooctano. Apds a separagao de fases, a fase organica foi coletada e analisada por
CG-DIC sob as condigbes cromatograficas apresentadas na Tabela 9.

Tabela 9. Condi¢des cromatograficas para analise do perfil composicional.

Parametro Condigao
Temperatura do injetor 250 °C
Temperatura inicial: 60 °C por 2 min
Rampa 1: 10 °C/min até 200 °C
Rampa 2: 5 °C/min até 240 °C
Temperatura final: 240 °C por 7 min

Programacao da temperatura da coluna

Temperatura do detector 350 °C
Gas de arraste Hélio

Modo de injecao Split 100:1
Velocidade linear do gas de arraste 29,6 cm/s
Fluxo do Gas de arraste 2 mL/min
Presséo 1001,1 kPa
Tempo total de analise 30 min

Coluna cromatogréfica Stabilwax Restek (30 m x 0,25 mm x 25 pm)
Fase estacionaria de polietilenoglicol

Fonte: elaborada pela autora.
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A porcentagem individual de acidos graxos contidos na amostra de oleo foi
determinada pela Equagao 1.

A
C; (%) = 2—;1 x 100 Equacio (1)

sendo: C; = teor do acido graxo i; A; = area do pico correspondente ao acido graxo i
Y'A = soma da area de todos 0s picos.

A massa molar média de acidos graxos e a massa molar do 6leo foram calculadas
através das Equacgoes 2 e 3, respectivamente.

MMM = Z[(Mi — 1) x G Equacgao (2)

MMTAG = [(3x MMM) + 41] Equacgio (3)

onde: MMM =massa molar média de acidos graxos; M; = massa molar do acido graxo i;
C; = teor do acido graxo; MMTAG = massa molar do dleo.

b) Teor de acidos graxos livres e indice de acidez

O teor de acidos graxos livres foi determinado conforme a norma AOCS Ca 5a-
407°. Uma amostra de 5 g de 6leo foi transferida para um Erlenmeyer e foram adicionados
75 mL de neutralizado. Em seguida, a mistura foi titulada com hidroxido de sédio
0,2 mol/L sob agitagédo constante. O teor de acidos graxos livres foi calculado através da
Equacao 4.

MxV
AGL (%) =

a

x Tipo de 6leo Equacgao (4)

sendo: AGL = teor de acidos graxos livres; M = concentragao da solugao titulante, em
mol/L; V = volume gasto da solugéo titulante, em mL; m, = massa de amostra, em g;
Tipo de 6leo = 28,2 (acido oleico); 20,0 (acido laurico) ou 25,6 (acido palmitico).

O indice de acidez foi determinado levando-se em consideragao o teor de acidos

graxos livres, através da Equagao 5.
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mg NaOH)

Acidez < = 1,99 x AGL Equacao (5)

c) Indice de peréxido

A determinagao do indice de peroxido foi realizada segundo o método AOCS Cd
8b-9076. Aproximadamente 2 g de 6leo, 50 mL da mistura acido acético: isooctano nas
proporgdes 3:2 (v/iv) e 500 pL de solugdo saturada de iodeto de potassio foram
transferidos para um Erlenmeyer. Em seguida, a mistura foi titulada com tiossulfato de
sédio 0,01 eqg-g/L até que a cor amarela quase desaparecesse. Depois, foram
adicionados 500 uL de lauril sulfato de sédio, 500 yL de solug¢ao indicadora de amido e
tiossulfato de sédio até que a cor azul desapareceu. O indice de peréxido foi determinado
pela Equagao 6.

meq- V,— V,)xN
q‘g>= Ua= VXN 000 Equagcio (6)

Peroxido (
kg mg

onde: I/, = volume gasto de titulante na amostra, em mL; V, = volume gasto de titulante
no branco, em mL; N = concentragdo da solugéo titulante, em eqg-g/L; m, = massa de
amostra, em g.

d) Teor de agua

O teor de agua foi determinado pelo método de Karl Fisher coulométrico de acordo
com a ASTM D63047’. Uma amostra de 2 mL de dleo foi inserida diretamente no
equipamento, com auxilio de uma seringa descartavel. O teor de agua foi calculado
mediante a Equagao 7.

w
HZO (%) = m Equag:ﬁo (7)
a

sendo: W = massa de agua titulada, em g; m, = massa da amostra, em g.

Visto que a lipase de Carica papaya exibe uma regiosseletividade 1,3-especifica
e 0 6leo de palma bruto apresenta um teor de glicerideos (mono-,di- e triglicerideos)
variavel?*60  adicionalmente foram realizados os seguintes analises com a finalidade de
conhecer o teor de glicerideos das matérias-primas avaliadas, o rendimento tedrico na
hidrolise enzimatica e os possiveis subprodutos desta reacgao.
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e) Composicao na posicéo sn-2 do triglicerideo

A determinagédo da composigdo em acidos graxos na posi¢ao sn-2 do triglicerideo
foi realizada segundo Caballero et al. (2014) com algumas modificagdes’®, que consiste
na hidrélise da amostra utilizando a lipase 1,3-especifica de pancreas de porco. A reacao
foi realizada em um reator encamisado para tubo de centrifuga tipo Falcon de 50 mL,
usando aproximadamente 100 mg de amostra, 1 mL de tampao Tris-HCI 0,1 mol/L a
pH 8, 250 pL de sal biliar 0,05% m/v, 100 yL de cloreto de calcio 2,2% m/v e 100 mg de
lipase. A mistura foi mantida a 40 °C sob agitagdo constante durante 30 min (Figura 10).

-
-

Figura 10. Sistema de reacdo na analise da posi¢do sn-2. Fonte: elaborado pela autora.

Posteriormente, a reacao foi cessada com 1 mL de acido cloridrico 6 mol/L, os
glicerideos foram extraidos com 3 mL de éter etilico e a mistura foi centrifugada a 5.000
x g durante 10 min. Em seguida, a fase organica foi aplicada a uma placa cromatografica
de silica gel suportada em aluminio (Merck, lote: HX60116254). A placa foi desenvolvida
com a mistura hexano: éter etilico: acido acético nas propor¢des 70:30:1 (v/viv) e
revelada com 2,7-diclorofluresceina 0,2% m/v. A banda correspondente aos
monoglicerideos foi raspada e eles foram extraidos com 2 mL de éter etilico. Apds, a fase
organica foi coletada, o solvente foi evaporado e o perfil composicional foi determinado
conforme ao item 4.4.2.a.

f) Teor de mono-, di- e triglicerideos

O teor de monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos foi determinado de acordo
com a metodologia descrita na ABNT NBR 159087°. Aproximadamente 100 mg de
amostra, 100 yL da solugdo estoque de etilenoglicol (25 mg/mL) e 100 yL da solugdo
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estoque de tricaprina (8 mg/mL) foram transferidos para um vial de 10 mL. Em seguida,
foram adicionados 100 uyL de MSTFA e apds de 20 min de reagao foram adicionados
8 mL de heptano. Depois, uma aliquota da mistura foi analisada por CG-DIC conforme
as condi¢oes experimentais descritas na Tabela 10.

Tabela 10. Condi¢des cromatograficas para analise de mono-, di- e triglicerideos.

Parametro Condigao
Temperatura inicial: 50 °C por 1 min
Rampa 1: 15 °C/min até 180 °C
Programacao da temperatura da coluna Rampa 2: 7 °C/min até 230 °C
Rampa 3: 20 °C/min até 380 °C
Temperatura final: 380 °C por 10 min

Temperatura do detector 380 °C

Gas de arraste Hélio

Modo de injecao On - column
Velocidade linear do géas de arraste 54 cm/s
Fluxo do Gas de arraste 2 mL/min
Presséo 1001,1 kPa
Tempo total de analise 30 min

Coluna cromatografica Zebron ZB - 5SHT INFERNO (30 m x 0,32 mm x 10 ym)
Fase estacionaria de 5 % fenil e 95 % dimetilpolisiloxano

Fonte: elaborada pela autora.

O teor de mono-, di- e triglicerideos foram determinados através da Equagao 8.

X4 )
Ci (%) = 4 x 100 Equagio (8)

sendo: C; = teor do dlicerideo j, Y A;= soma da area do pico correspondente aos
glicerideos j; YA = soma da area de todos os picos; j = monoglicerideos ou diglicerideos
ou triglicerideos.

Adicionalmente, foi possivel calcular o rendimento tedrico na hidrélise enzimatica
para ambas matérias-primas por meio da Equagao 9.

Riesrico (%) = 0,666 x Cryac + 0,444 x Cppe + 0,222 x Cyppc Equacgido (9)

onde: Rieorico= rendimento tedrico; Cr,u; = teor de triglicerideos, em %; Cp,q = teor de
diglicerideos, em %; Cy4¢ = teor de monoglicerideos, em %.
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4.4.3 Obtencao dos biocatalisadores

O latex bruto e as fragbes parcialmente purificadas de Carica papaya foram
fornecidas pelo Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais e Bioquimica de
Macromoléculas da Universidade do Atléntico (Barranquilla — Atlantico, Colémbia). A
coleta e obtencao dos diferentes biocatalisadores foram realizadas de acordo com Rivera
et al. (2012) com algumas modificagdes®’. Os biocatalisadores foram devidamente
rotulados e armazenados a -20 °C até o seu uso em reagao.

a) Latex bruto de Carica papaya (P3)

O latex bruto de maméo foi obtido diretamente de cultivos localizados no municipio
de Juan de Acosta — Atlantico, Colédmbia através de incisdes longitudinais de 2 a 3 mm
de profundidade na epiderme dos frutos verdes. Em seguida, o exsudado coletado foi
armazenado em geladeira a 8 °C durante 5 dias para secagem. Apds secagem, foi
pulverizado e peneirado (Bertel, abertura: 250 ym, malha mesh: 60 ym).

b) Fracao parcialmente purificada sem proteases (pCPL-p)

A fracéo livre de proteases foi obtida através da lavagem do latex bruto (P3) com
agua destilada a 4 °C, seguido do centrifugado a 5.000 x g durante 20 min. O produto
obtido foi liofilizado -46 °C a 0,098 mbar durante 48 h e posteriormente foi peneirado
(Bronzinox, abertura: 425 um, malha mesh: 40 uym).

c) Fracéo parcialmente purificada sem proteases nem estereases (pCPL-€)

A fracdo livre de proteases e estereases foi obtida através de duas etapas
consecutivas. A primeira, consistiu na lavagem da fragao parcialmente purificada livre de
proteases (CPL-p) com a mistura terc-butanol:hexano na proporgéo 1:1 (v/v), seguido do
centrifugado a 15.500 x g durante 10 min. A segunda, consistiu na lavagem da CPL-p
com solugéo extratora (0,1 mol/L Tris-HCI, 1 mol/L NaCl, 0,5% lauril sulfato de sd6dio),
seguido do centrifugado a 15.500 x g durante 10 min. O produto obtido foi liofilizado a -
46 °C a 0,098 mbar durante 48 h e posteriormente foi peneirado (Bronzinox, abertura:
425 pm, malha mesh: 40 pym).
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4.4.4 Escolha do biocatalisador

Para a avaliacdo dos biocatalisadores obtidos na reagao de hidrélise, ao latex
bruto (P3s) e as duas fragbes parcialmente purificadas (pCPL-p e pCPL-e) foram
realizados os seguintes analises:

a) Atividade hidrolitica

A determinacdo da atividade enzimatica foi realizada através da titulacdo dos

acidos graxos liberados durante a reacdo hidrolise do azeite de oliva, conforme ao
método descrito por Paula (2011)8. A reacao foi efetuada em um banho Dubnoff a 37 °C,
sob agitacdo de 200 rpm, durante 5 min. O meio reacional foi constituido por 1,25 g de
agua destilada, 1,25 g de azeite, 87 mg de goma arabica (7% com relagcdo a massa de
agua), 2 mL de solugdo tampé&o 0,1 mol/L e 50 mg da enzima. Posteriormente, foram
adicionados 10 mL da mistura etanol: acetona: agua nas proporgdes 1:1:1 (v/v/v), 10 mL
de hidroxido de potassio 0,05 mol/L e foi titulado o excesso de hidroxido com acido
cloridrico 0,05 mol/L.

A atividade hidrolitica foi calculada pela Equag¢ao 10 e expressa em unidade de
atividade (U), a qual é definida como a quantidade de enzima que libera 1 umol de acido
graxo por min nas condigdes de ensaio.

(Vy = V) x M x 1000 .
AH (U/g) = P Equacgao (10)
a

onde: AH = atividade hidrolitica; V,, = volume gasto de titulante no branco, em mL;
I, = volume gasto de titulante na amostra, em mL; M = concentragdo da solugao
titulante, em mol/L; t = tempo de incubagdo, em min; m, = massa de biocatalisador
adicionado, em g.

Além disso, a atividade relativa foi determinada através da Equagao 11.

i

Atividade relativa (%) =

x 100 Equacgao (11)

Hmax

sendo: AH; = atividade hidrolitica /; e AH,,,, = atividade hidrolitica maxima nas condi¢des
de ensaio.
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b) Teor de umidade

O teor de agua foi medido diretamente em uma balanga de secagem acoplada
com lampada de infravermelho durante 15 min a 105 °C. Adicionalmente, foi determinado
o rendimento dos diferentes biocatalisadores obtidos levando em consideracdo a
umidade, por meio da Equacao 12.

m
Rendimento (%) = X 100 Equacgio (12)

L

onde: m = massa de latex fresco coletado, em g; e m; = massa final do biocatalisador i
apos a secagem, em g; i = P3 ou pCPL-p ou pCPL-e.

4.4.5 Caracterizagdo do biocatalisador
Algumas propriedades de interesse do biocatalisador selecionado foram
caracterizadas através da dosagem da atividade hidrolitica (item 4.4.4.a) variando:

a) pH

O efeito do pH sobre a atividade hidrolitica foi estudado pela dosagem da atividade
empregando diferentes solu¢des tampao 0,1 mol/L no preparo da emulsao, com valores
de pH na faixa de 4 a 10 (Tabela 11). O pH que apresentou a maior atividade foi chamado
“pH 6timo”.

Tabela 11. Solugdes tampdes 0,1 mol/L usados no preparo da emulso.

pH Tampao pKa
40ab5,5 KCgH707 / K2CsHeO7 4,77
6,0a75 KH2PO4 / NaHPO4 7,21
8,0a9,0 Tris-HCI 8,06
9,5a10,0 NaHCOs3 / K2COs3 10,33

Fonte: elaborada pela autora.

b) Temperatura

O efeito da temperatura sobre a atividade hidrolitica foi estudada pela dosagem
da atividade usando o pH 6timo (tamp&o H2PO4/HPO4?- 0,1 mol/L para pH 6,0 e tamp&o
Tris-HCI 0,1 mol/L para pH 8,5) a diferentes temperaturas de incubagéao, na faixa de 30 a
60 °C. A temperatura que apresentou maior atividade foi chamada “temperatura 6tima”.
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c) Concentracdo do tampé&o

O efeito da concentracao do tampao sobre a atividade hidrolitica foi estudado pela
dosagem da atividade empregando o pH 6timo (tamp&o H2PO4/HPO4? para pH 6,0 e
tampao Tris-HCI para pH 8,5) a diferentes concentragbes do tamp&o no preparo da
emulsdo, na faixa de 0,05 a 0,20 mol/L.

d) Tempo de incubacéo para avaliar a estabilidade do pH

O efeito do tempo de incubacgao para avaliar a estabilidade do pH foi determinado
pela dosagem da atividade residual depois da incubagcédo do biocatalisador a 30 °C
durante 15, 30, 45, 60, 90 e 120 min a pH 6,0 (tamp&o H2PO4/HPO4> 0,1 mol/L) e pH 8,5
(tampéo Tris-HCI 0,1 mol/L).

e) Tempo de incubacdo para avaliar a estabilidade térmica

O efeito do tempo de incubacao para avaliar a estabilidade a temperatura foi
determinado pela dosagem da atividade residual depois da incubag¢ao do biocatalisador
a pH 8,5 (tampao Tris-HCI 0,1 mol/L) e diferentes valores de temperaturas de 30 a 60 °C
durante 0,5, 3, 6, 12, 24 e 48 horas.

f) Concentracéo e tipo de substrato para avaliar pardmetros cinéticos

O efeito da concentragao e tipo de substrato sobre a atividade hidrolitica para
avaliar alguns paréametros cinéticos foi determinado pela dosagem da atividade a pH 8,5
(tampéo Tris-HCI 0,1 mol/L) e temperatura de 30 °C, usando diferentes concentragdes e
tipos de substrato no preparo da emulséo (Tabela 12).

Tabela 12. Proporg¢ao de substrato e agua no preparo da emulsao.

Substrato Agua Teor de acidos graxos (uM)

(% m/m) (% m/m) Azeite de oliva Oleo de palma  Oleo residual
10 (0259) 90 (2.25g) 186 197 196
30(075g) 70 (1,75g) 558 590 587
50 (1,25g) 50 (1,25 g) 930 984 979
70(1,75g)  30(0,75g) 1302 1377 1371

Fonte: elaborada pela autora.

Os parémetros cinéticos Km e Vmax foram determinados pela representagéo grafica
da curva de saturacdo de uma enzima, que é representada pela velocidade de reagao
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em fungéo da concentracéo de substrato empregando-se o ajuste por regresséo no lineal
do software Origin — verséo 9.6.

4.4.6 Hidroesterificagdo

A producao de ésteres metilicos de acidos graxos a partir da hidroesterificagédo do
oleo de palma bruto e do 6leo residual de fritura envolveu duas etapas consecutivas:

a) Etapa 1: Reacédo de hidrdlise

Inicialmente, foi monitorada a cinética da reacao de hidrélise do 6leo de palma
bruto e do 6leo residual de fritura durante 48 h. A reagdes foram realizadas em reator de
tanque agitado de 50 mL operando em modo batelada a pH 8,5 e temperatura de 35 °C
sob agitagao constante de 800 rpm. O sistema reacional foi constituido por 20 g de éleo,
4,4 mL de solugao tampao Tris-HCI 0,18 mol/L (razdo molar tampao/dleo, 10:1), 308 mg
de goma arabica e uma carga enzimatica de 110 U/g de latex bruto de Carica papaya
(P3). As aliquotas coletadas a intervalos de 1, 2, 3, 6, 12, 24, 36 e 48 horas foram
centrifugadas a 13.000 x g durante 10 min e o teor de acidos graxos livres foi determinado
(4.4.2.b).

Apds, as melhores condigdes experimentais na hidrolise destas matérias-primas
foram estabelecidas através de um planejamento fatorial. O delineamento aplicado foi um
planejamento completo de dois niveis 23 (trés fatores, cada um em dois niveis) e ampliado
para a metodologia de superficie de resposta. Além disso, para a estimativa do erro
experimental foram executados quatro experimentos no ponto central. As variaveis
independentes ou fatores escolhidos foram a razdo massica tampao/dleo (RM), a
concentragdo do tampéao (Tp) e a carga enzimatica (C). Os valores codificados e ndo
codificados das variaveis e niveis sdo descritos na Tabela 13. A variavel dependente ou
resposta foi o teor de acidos graxos livres, o qual foi determinado pela Equagao 4.

Tabela 13. Variaveis e niveis no planejamento fatorial 22 - Reacao de hidrélise das matérias-primas.

Variaveis Niveis
-a -1 0 +1 +a
Razao massica tampao/dleo 0,02 0,22 0,51 0,80 1,00
Concentragéo do tamp&o (mol/L) 0,02 0,05 0,1 0,15 0,18
Carga enzimatica (% m/m)?2 0,5 6 14 22 27,5

a Porcentagem de enzima com respeito a massa de 6leo (5 g). Em um planejamento fatorial 23
a = 1,68. Fonte: elaborada pela autora.
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Todas as reagdes do planejamento foram efetuadas em reator de tanque agitado
de 50 mL operando em modo batelada a pH 8,5 e temperatura de 35 °C durante 24 h sob
agitacao constante de 800 rpm e pressao ambiente (Figura 11). O sistema reacional foi
constituido por 5 g de éleo, goma arabica (7% com relagdo a massa de tampéo), solugéo
tampao Tris-HCI e o latex bruto de Carica papaya (P3). Apds da reagao, o produto obtido
foi centrifugado a 13.000 % g durante 10 min e a fase superior foi coletada para posterior

determinacao do teor de acidos graxos livres (item 4.4.2.b).

_LT--ln v
> . #

Figura 11. Sistema de reacao na hidrélise das matérias-primas. Fonte: elaborado pela autora.

b) Etapa 2: Reacao de esterificacédo

Na segunda etapa, os acidos graxos obtidos das melhores condi¢des na hidrélise
do ¢leo de palma e do odleo residual de fritura foram esterificados por duas rotas
diferentes: (i) catalise acida e (ii) enzimatica. As reacdes foram realizadas em reator de
tanque agitado de 10 mL operando em modo batelada e equipado com condensador
(Figura 12).

Figura 12. Sistema de reagao na esterificacdo das matérias-primas. Fonte: elaborado pela autora.
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i) Esterificacéo - Catalise acida

As reacgdes de esterificagcdo por catalise acida foram realizadas a 65 °C sob
agitacado constante de 300 rpm durante 60 min, conforme a metodologia descrita por
Hassan et al. (2014)8. O sistema reacional foi constituido por 2 g de acido graxo, 900 pL
de metanol (razdo molar alcool/acido graxo, 3:1) e 20 mg de acido sulfurico concentrado
(1% em relacdo a massa de acido graxo). O produto da reagao foi centrifugado a
5.000 x g durante 20 min. A fase superior foi coletada, secada em estufa a 100 °C por
1 h e guardada em frasco ambar para posterior caracterizagao.

i) Esterificacdo - Catalise enzimatica

As reagdes de esterificagao por catalise enzimatica foram realizadas a 40 °C sob
agitagdo constante de 300 rpm durante 60 min, segundo o meétodo proposto por
Pinyaphong et al. (2011) com algumas modificagdes®3. O sistema reacional foi constituido
por 2 g de acido graxo, 300 uL de metanol (razdo molar alcool/acido graxo, 1:1), 600 mg
de latex bruto de Carica papaya (20% em relacdo a massa de acido graxo) e 580 L de
terc-butanol (20% em relacdo a massa de acido graxo). O produto da reacéo foi
centrifugado a 5.000 x g durante 20 min. A fase superior foi coletada, seca em estufa a
100 °C por 1 h e guardada em frasco ambar para posterior caracterizagao.

4.4.7 Meétodos comparativos

Adicionalmente, visando a comparacdo de resultados foram obtidos ésteres
metilicos a partir de 6leo de palma bruto e 6leo residual de fritura em reator de tanque
agitado operando em modo batelada por trés rotas diferentes (Figura 13):

Figura 13. Sistema de reagdo nos métodos comparativos: (A) Transesterificagdo alcalina; (B)
Transesterificagdo enzimatica; (C) Hidroesterificagdo — Etapa 1: Hidrélise Subcritica; (D) Hidroesterificagdo
— Etapa 2: Esterificacdo enzimatica. Fonte: elaborado pela autora.
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a) Transesterificacdo - Catalise alcalina

A sintese de ésteres foi realizada de acordo com Garcia et al. (2006)%*. As
reacoes foram efetuadas a 60 °C sob agitagao constante de 300 rpm durante 60 min. O
sistema reacional foi constituido por 20 g de dleo, 5,7 mL de metanol (razdo molar
alcool/dleo, 6:1) e 0,2 g de hidréxido de potassio (1% em relagédo a massa de 6leo). Em
seguida, o produto foi centrifugado a 5.000 x g por 20 min e fase superior foi submetida
a um processo de lavagem que compreendeu trés etapas. Na primeira etapa, os ésteres
foram lavados com 20 mL de acido cloridrico 5% m/m, na segunda com 20 mL de solug&o
saturada de cloreto de sodio e na terceira, com 25 mL agua destilada. Em cada etapa a
fase aquosa foi removida apos da separacéao de fases e o procedimento foi repetido duas
vezes. Apos, o produto da lavagem foi centrifugado a 5.000 x g durante 20 min, seco em
estufa a 100 °C por 1 h e guardado em frasco ambar até sua caracterizagao.

b) Transesterificacdo - Catalise enzimatica

A sintese de ésteres foi realizada conforme a metodologia descrita por Pinyaphong
et al. (2011)8. As reagbes foram efetuadas a 40 °C sob agitagdo constante de 300 rpm
durante 24 h. O sistema reacional foi constituido por 3 g de 6leo, 570 uL de metanol
(raz&o molar alcool/dleo, 4:1), 600 mg latex bruto de Carica papaya (20% em relagéo a
massa de 6leo) e 770 pL de terc-butanol (20% em relagdo a massa de 6leo). O produto
da reacgao foi centrifugado a 5.000 x g durante 20 minutos, a fase superior foi coletada,
secada em estufa a 100 °C por 1 h e guardada em frasco ambar para posterior
caracterizacao.

c) Hidroesterificacdo — Subcritica/Enzimatica

A hidrdlise e esterificagado dos acidos graxos foi realizada de acordo com o método
descrito por dos Santos et al. (2016) e Pinyaphong et al. (2011)8385 respectivamente. As
reagdes foram efetuadas na hidrolise em reator hidrotérmico de alta presséo e alta
temperatura a 250 °C e 100 bar sob agitacdo constante de 700 rpm durante 120 min e
na esterificagdo em reator de tanque agitado a 40 °C sob agitacdo de 300 rpm durante
60 min. O sistema reacional foi constituido na hidrdlise por 20 g de dleo, 42 mL de agua
(raz&o molar agua/dleo, 100:1) e na esterificagdo por 2 g de acido graxo, 300 pL de
metanol (razdo molar alcool/acido graxo, 1:1), 600 mg de latex bruto de Carica papaya
(20% em relagdo a massa de acido graxo) e 580 yL de terc-butanol (20% em relacéo a
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massa de acido graxo). O produto da reagéo foi centrifugado a 5.000 x g durante 20 min.
A fase superior foi coletada, seca em estufa a 100 °C por 1 h e guardada em frasco ambar
para posterior caracterizagao.

4.4.8 Caracterizagédo do biodiesel

Apo6s processo produtivo reacional, os ésteres metilicos (biodieseis) obtidos das
diferentes rotas foram caracterizados através da seguinte analise:

a) Teor de éster

A determinacdo do teor de éster total foi realizada segundo o método EN ISO
141038, Aproximadamente 0,1 g de amostra, 0,1 g de nonadecanoato de metila e 10 mL
de tolueno foram transferidos para um vial de 20 mL. Em seguida, uma aliquota da
mistura foi analisada por CG-DIC conforme as condi¢gbes cromatograficas apresentadas
na Tabela 14.

Tabela 14. Condi¢des cromatograficas para analise de ésteres totais.

Parametro Condigéao
Temperatura do injetor 250 °C
Temperatura inicial: 60 °C por 2 min
Rampa 1: 10 °C/min até 200 °C
Rampa 2: 5 °C/min até 240 °C
Temperatura final: 240 °C por 7 min

Programacao da temperatura da coluna

Temperatura do detector 350 °C
Gas de arraste Hélio

Modo de injegao Split 100:1
Velocidade linear do gas de arraste 29,6 cm/s
Fluxo do Gas de arraste 2,0 mL/min
Pressao 1001,1 kPa
Tempo total de analise 30 min

Coluna cromatografica ZB-5HT INFERNO (30 m x 0,32 mm x 10 ym)
Fase estacionaria 5% fenil e 95% dimetil policiclohexanol n° 314134

Fonte: elaborada pela autora.

A porcentagem individual de ésteres contidos na amostra de oleo foi determinada
pela Equagao 13.

B’ A, — A m
Ester (%) = 24 = Apy x —~ x 100 Equacgio (13)
Apy Mmq




57

sendo: YA, = soma da area do pico correspondente aos ésteres i; Ap; = area do pico
correspondente nonadecanoato de metila (19,5 min); mp; = massa do nonadecanoato de
metila, em mg; m, = massa de amostra, em mg.

4.4.9 Anélise estatistica

Os dados brutos foram processados e as medidas de tendéncia central foram
determinadas utilizando o software Microsoft Office Home e Student Excel 2010 (Licenca:
X16-53284-01). Além disso, a analise estatistica dos resultados obtidos na
caracterizagao do biocatalisador e na hidrolise das matérias-primas foram realizadas,
com um nivel confianga do 95%:

a) Biocatalisador

A avaliacdo da normalidade (Teste Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancia
(Teste Leneve), assim como a analise de variancia (ANOVA) e a comparagao de medias
(Teste Tukey) foram realizadas empregando o software de livre distribuicdo R Project -
versao 3.5.2 (https://www.r-project.org).

b) Planejamento fatorial — Reacdes de hidrdlise

Em quanto ao planejamento, uma vez selecionados os valores dos niveis, a matriz
do delineamento experimental foi gerada usando o software Statistica — versédo 10
(StatSoft Inc., licenga: STA999K347150W) (Tabela 15). A primeiras colunas de dados
fornecem a ordem padrao e aleatério dos experimentos, respectivamente; as préximas
trés colunas fornecem os niveis codificados e as trés seguintes os niveis em escala
natural. Quatro experimentos foram conduzidos no nivel do ponto central, codificado
como “0”, para a estimativa do erro experimental e seis experimentos nos pontos axiais,
codificado como “t 1,68” para a avaliagdo de um modelo de segunda ordem.

A significancia estatistica dos efeitos dos fatores e da interagdo sobre a resposta,
bem como o ajuste dos modelos matematicos e analise de varidncia da reacdo de
hidrélise das duas matérias-primas também foram realizados usando o software
Statistica.
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Tabela 15. Matriz do delineamento experimental para a hidrélise das matérias-primas de baixa qualidade
usando o latex bruto de Carica papaya (P3) como catalisador?.

Variaveis independentes
S;gfé“; Ordem Codificadas Nao codificadas b

X4 X2 X3 RM (m/m) Tp (mol/L) C (% m/m)
1 12 -1 -1 -1 0,22=1,1¢g5,0g¢g 0,05 6 (30 U/g)
2 16 1 -1 -1 0,80=4,0g:5,09 0,05 6 (30 U/g)
3 11 -1 1 -1 0,22=11¢g5,0g¢g 0,15 6 (30 U/g)
4 14 1 1 -1 0,80=4,0g:50¢g 0,15 6 (30 U/g)
5 1 -1 -1 1 0,22=1,1g:50¢ 0,05 22 (110 U/g)
6 18 1 -1 1 0,80=4,0g:50¢g 0,05 22 (110 U/g)
7 4 -1 1 1 0,22=11¢g5,0g¢g 0,15 22 (110 U/g)
8 13 1 1 1 0,80=4,0g:5,09g 0,15 22 (110 U/g)
9 9 -1,68 0 0 0,02=0,1g:5,09g 0,10 14 (70 U/g)
10 10 1,68 0 0 1,00=5,09:509 0,10 14 (70 U/g)
11 8 0 -1,68 0 0,51=25g5,0¢9g 0,02 14 (70 U/g)
12 6 0 1,68 0 0,51=25g5,0g9g 0,18 14 (70 U/g)
13 7 0 0 -1,68 0,51=2,5¢g:50¢g 0,10 0,5 (3 U/g)
14 2 0 0 1,68 0,51=25g5,0g9g 0,10 27,5 (137 U/g)
15 5 0 0 0 0,51=25g5,0g9g 0,10 14 (70 U/g)
16 15 0 0 0 0,51=2,5¢g5,0¢g 0,10 14 (70 U/g)
17 17 0 0 0 0,51=2,5¢g:50¢g 0,10 14 (70 U/g)
18 3 0 0 0 0,51=25g5,0g9g 0,10 14 (70 U/g)

a As reac0es foram realizadas a 35°C e pH 8,5 (Tris-HCI) durante 24 horas.
bRM = razdo massica agua/dleo; Tp = concentragdo do tampéo; C = carga enzimatica.
Fonte: elaborada pela autora.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Como foi detalhado na metodologia, o desenvolvimento deste estudo dividiu-se em
quatro etapas consecutivas: (i) recebimento e caracterizagdo das matérias-primas; (ii)
obtencgao, escolha e caracterizagdo do biocatalisador; (iii) produgao de ésteres metilicos
através da hidroesterificacdo das matérias-primas avaliadas; (iv) produgcéo de ésteres
metilicos através de outros métodos comparativos.

5.1 Recebimento e caracterizagao das matérias-primas

Na primeira etapa, as matérias-primas de baixa qualidade, ou seja, o 6leo de palma
bruto e o 6leo residual de fritura oriundo de atividades domésticas foram recebidas,
ambos Oleos apresentaram consisténcia e cor diferente (Figura 14).

Figura 14. Matérias-primas de baixa qualidade. (A) Oleo de palma bruto, fornecido pela empresa
Agropalma. (B) Oleo residual oriundo de atividades domésticas, fornecido pelo IFSP (Campus Mat&o).

No caso do o6leo de palma bruto, a cor laranja-vermelhada e a consisténcia
semissolida sao atribuidas a quantidades elevadas de carotendides (especialmente a- e
B-carotenos) e acidos graxos saturados (principalmente acido palmitico),
respectivamente?*87.:88_De acordo com a literatura, o 6leo de palma bruto contém de 500
a 700 mg/kg de carotenoides e cerca de 50% de acidos graxos saturados®’:89. Valores
superiores quando comparado com 6leos usualmente empregados no processo de fritura
como a soja, que contém de 20 a 50 mg/kg de carotenoides e cerca de 15% de acidos

graxos saturados290:°1,

No caso do 6leo residual, a coloragdo mais escura (amarela-laranjada) quando
comparado com 6leos refinados € um indicativo do grau de degradacéo dele, pois 0 uso
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repetido destes déleos em fritura por imersédo originam reagdes complexas indesejaveis,
as quais produzem peroxidos que por sua vez se descompdem em produtos secundarios
responsaveis pela variagédo da colorag&o®.

Apos do recebimento, a qualidade das matérias-primas foi avaliada através das
analises de perfil composicional, teor de acidos graxos, indice de acidez, indice de
peroxido e teor de agua. Os resultados obtidos sao apresentados a seguir.

5.1.1 Perfil composicional

A Tabela 16 mostra os perfis composicionais das matérias-primas, os quais foram
determinados por cromatografia gasosa. Encontrou-se que o acido palmitico (C16:0) e
oleico (C18:1) constituem 83,8% da composigédo do 6leo de palma. De modo similar, o
acido palmitico (C16:0), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) constituem 86,0% da
composic¢ao do oleo residual.

Tabela 16. Perfil composicional das matérias-primas.

i MM Teor em porcentagem (% m/m)
Acidos graxos
(g/mol) Palma OGR
Acido laurico (C12:0) 200,32 0,2 ND
Acido miristico (C14:0) 228,38 0,7 0,2
Acido palmitico (C16:0) 256,43 40,6 12,4
Acido estearico (C18:0) 284,48 4.4 4.4
Acido oleico (C18:1) 282,47 43,3 26,4
Acido linoleico (C18:2) 280,45 9,7 471
Acido linolénico (C18:3) 278,44 0,2 4,3
Outros 0,8 5,1
Massa molar média (g/mol) 268,7 270,1
Massa molar do triglicerideo (g/mol) 847,3 851,2

ND = nao detectado. Fonte: elaborado pela autora.

A partir do perfil composicional, foi possivel realizar uma comparagao com perfis
de diferentes Oleos relatados em outros trabalhos (ver Tabela 1). Nota-se que a
composi¢cdo em acidos graxos do oleo de palma obtida concordou com a literatura, pois
a porcentagem de acido palmitico pode variar de 35 a 48% e de acido oleico de 36 a
44%°%. Em relagao ao oleo residual, foram encontradas semelhangas no perfil com 6leo
de soja, onde a porcentagem de acido palmitico é cerca de 6 a 10%, de acido oleico de
20 a 30% e de acido linoleico de 50 a 60%%. Esses resultados sugerem que o 6leo
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residual avaliado é composto principalmente por 6leo de soja, o que € muito provavel, ja
ele & um dos 6leos mais produzidos no Brasil®.

Adicionalmente, foi possivel calcular a massa molar média dos acidos graxos
(MMM) e a massa molar do triglicerideo (MTAG) nas matérias-primas. Os resultados
revelaram que apesar de sua composig¢ao quimica diferenciada as massas molares foram
semelhantes entre o 6leo de palma bruto (MMM = 268,75 g/mol e MTAG = 847,26 g/mol)
e o oleo residual (MMM = 270,06 g/mol e MTAG = 851,19 g/mol).

Por outro lado, a Figura 15 exibe o teor de acidos graxos saturados,
monoinsaturados e polinsaturados, correspondentes as matérias-primas. Os resultados
demostram que a consisténcia semissoélida do 6leo de palma € devida ao seu elevado
teor de acidos graxos saturados (47%) em comparagdo com o oleo residual (18%), pois
matérias-primas com teores superiores a 50% sao solidas a temperatura ambiente88,

Saturados Monoinsaturados . Polinsaturados . Outros

Palma ' 10%

Matérias-primas

OGRH ' 52% 3%

0 20 40 60 80 100
Teor de acidos graxos (%)

Figura 15. Teor de acidos graxos saturados e insaturados nas matérias-primas. Fonte: elaborado pela
autora.

Ademais, presume-se que o Oleo de palma, com menor teor de acidos graxos
insaturados (10%) que o oleo residual (52%), apresenta maior estabilidade a oxidagao
que o Oleo residual. Isso porque matérias-primas com elevados teores de acidos graxos
polisaturados tem menor resisténcia a oxidagao'.
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5.1.2 Teor de acidos graxos e indice de acidez

A quantidade maxima de acidos graxos livres aceitaveis num sistema homogéneo
alcalino é inferior a 2,5% m/m. Matérias-primas com teores de acidos graxos por acima
desse valor precisam de tratamento antes do processo de transesterificagédo, pois quanto
maior seja a acidez do dleo, menor é a eficiéncia de conversao*. Os resultados obtidos
na determinagao do teor de acidos graxos livres e indice de acidez nas matérias-primas
sao observados na Tabela 17.

Tabela 17. Teor de acidos graxos livres e indice de acidez nas matérias-primas

Matéria-prima Acidos graxos livres indice de Acidez
P (% m/m) (mg NaOH/g)
Palma 6,1+0,04 12,1 £ 0,09
OGR 1,2 +0,03 2,4+ 0,06

Os dados sao expressos como média £ IC (n = 3, a = 0,05). Fonte: elaborada pela autora.

Como esperado, o teor de acidos graxos no 6leo de palma ficou dentro da faixa
reportada na literatura, que se encontra entre 2,3 a 6,7% m/m%. No entanto, a produgéo
de biodiesel pela rota convencional nao é viavel, dado que valores elevados de acidos
graxos livres (> 2,5% m/m) promovem a inativacdo do catalisador e a formagao de
reagOes indesejaveis como a saponificagao. Estes resultados sugerem que o 6leo foi
obtido de frutos danificados e submetidos a uma forte ac&o hidrolitica, visto que alguns
estudios relatam a presenca de uma lipase endégena em frutos de dendezeiros que
causa aumento nos niveis de acidos graxos livres no 6leo de palma bruto®:°7-% Em
relacdo ao 6leo residual, ele exibiu um teor abaixo do critério requerido para a reacao de
transesterificagdo (< 5,0 mg NaOH/g), mas acima do critério permitido para odleos
refinados (< 0,6 mg NaOH/g)*'%'. Estes resultados revelam que a produgdo de biodiesel
por transesterificagao alcalina € um processo viavel nesta matéria-prima. Além disso, que
o alto teor encontrado neste 6leo quando comparado com 6leos refinados foi produto da
hidrolise do 6leo pela exposicdo a agua procedente dos alimentos e as elevadas
temperaturas durante o processo de fritura®.

5.1.3 Indice de peroxido

O indice de peroxido € um indicador do grau de oxidacdo da matéria-prima.
Verificou-se na Tabela 18 que ambas matérias-primas exibiram valores acima do limite
permitido em oleo refinados (< 10 meg-g/kg)'®'.
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Tabela 18. indice de peroxido nas matérias-primas

Matéria-prima Indice de peroxido

(meq-g/kg)
Palma 17,1 + 1,46
OGR 36,0 + 1,28

Os dados s&o expressos como média £ IC (n = 3, a = 0,05).
Fonte: elaborada pela autora.

O elevado indice de perdxido no 6leo de palma sugere que o 6leo levava um longo
tempo armazenado; alguns estudos relataram que o indice de peroxido aumenta de
forma quase linear com o aumento do tempo de armazenamento'®. Com relagéo ao dleo
residual, o elevado indice deve-se a presenca de compostos oxidados produto da
oxidagdo do 6leo durante o processo de fritura®,

5.1.4 Teor de agua

No caso do teor de agua, ambas matérias-primas exibiram um teor superior a 0,5%
m/m (Tabela 19). A presenca de agua no 6leo de palma favorece a agao hidrolitica,
gerando assim &acidos graxos livres'%2. Enquanto ao odleo residual, o elevado teor
corresponde a exposigao do dleo a agua dos alimentos durante o processo de fritura'%3,

Tabela 19. Teor de agua nas matérias-primas

Matéria-prima Teor de agua

(% m/m)
Palma 1,5+0,02
OGR 2,1+0,01

Os dados s&o expressos como média £ IC (n =3, a = 0,05).
Fonte: elaborada pela autora.

Desta forma, os dados confirmam que os 6leos usados neste estudo sdo matérias-
primas de baixa qualidade e sua implementacdo no procedimento convencional, ou seja,
a reacao de transesterificagao por catalise alcalina ndo € aconselhavel pelo menos para
o oleo de palma. Assim, a hidroesterificagao € a rota mais adequada para produgao de
biodiesel a partir destas matérias-primas.

Além da avaliagao da qualidade, foram realizadas analises do teor de glicerideos
(mono-, di- e triglicerideos) e da composigdo de acidos graxos na posigdo sn-2 do
triglicerideo nas matérias-primas. Os resultados sdo apresentados a seguir.
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5.1.5 Composigao de acidos graxos na posi¢cao sn-2 das matérias-primas

De acordo com a literatura, a lipase de Carica papaya apresenta
regiosseletividade 1,3-especifica, ou seja, apenas pode hidrolisar os ésteres primarios do
triglicerideo. Este tipo de enzima, na reagéo de hidrdlise, libera acidos graxos na posi¢céo
sn-1 e sn-3 para gerar monoglicerideos com acidos graxos na posigao sn-2 do glicerol.
Estes monoglicerideos sdo emulsificantes que tem um valor agregado maior do que a
glicerina e sao amplamente usados na industria farmacéutica, alimenticia e de
cosméticos®0.73,

Visando conhecer os acidos graxos da posigdo sn-2 nas matérias-primas, foi
realizada uma hidrélise com a enzima 1,3-especifica de pancreas de porco. A composicao
em acidos graxos na posigao sn-2 do triglicerideo para cada matéria-prima se observa
na Tabela 20.

Tabela 20. Composi¢ao de acidos graxos na posigdo Sn-2 das matérias-primas.

Teor em porcentagem (% m/m)

Acidos graxos

Palma OGR
Acido palmitico (C16:0) 24,5 14,6
Acido estearico (C18:0) 3,8 4.8
Acido oleico (C18:1) 63,0 57,0
Acido linoleico (C18:2) 8,7 23,5

Fonte: elaborada pela autora.

O 6leo de palma apresentou uma composigao maioritaria de acido oleico (63,0%)
e palmitico (24,5%) na posi¢cao sn-2 do glicerol, constituindo cerca do 87,5% da
composicéo total. Para o 6leo residual, o acido oleico (57,0%) e linoleico (23,5),
constituiram 80% da composigao total.

Estes resultados referem que os monoglicerideos obtidos na hidrdlise das
matérias-primas com a lipase de Carica papaya deveria ser maiormente monoglicerideos
com acido oleico e palmitico na posi¢cao sn-2 para o 6leo de palma e com acido oleico e
linoleico para o 6leo residual. Esses monoglicerideos em particular sdo coprodutos com
alto valor agregado com aplicagdes industriais que incluem emulsificagdo de alimentos,
cosméticos e preparagdes de farmacos®’.
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5.1.6 Teor de mono-, di- e triglicerideos

A Figura 16 mostra os resultados obtidos na analise do teor de mono-, di- e
triglicerideos nas matérias-primas. Observa-se que 6leo de palma evidenciou uma
porcentagem menor de triglicerideos (54%) e maior de diglicerideos (35%) em
comparagao com o 6leo residual que foi de 86% e 9%, respectivamente.

Triglicerideos Diglicerideos . Monoglicerideos . Acidos graxos livres

Palma

Matérias-primas

OGR 59

0 20 40 60 80 100
Teor de acidos graxos (%)
Figura 16. Teor de mono-, di- e triglicerideos nas matérias-primas. Fonte: elaborada pela autora.

Estes resultados sugerem que a hidrolise no 6leo palma pela ac&o hidrolitica das
enzimas foi incompleta, ou seja, aproximadamente 35% dos triglicerideos presentes no
oleo foram hidrolisados gerando apenas acido graxos e diglicerideos. Em quanto ao éleo
residual, o leve aumento do teor de diglicerideos (9%) em comparagdo com os 6leos
refinados indica que chegou a ocorrer a hidrolise no éleo, mas a reagéo nao aconteceu
por muito tempo.

5.2 Obtencgao, escolha e caraterizagao do biocatalisador

Na segunda etapa, trés biocatalisadores foram obtidos a partir do latex fresco de
Carica papaya extraido de cultivos localizados no municipio de Juan de Acosta —
Atlantico, Coldmbia. O primeiro biocatalisador, chamado P3, foi obtido pela secagem do
latex fresco; enquanto aos outros dois biocatalisadores, pCPL-p e pCPL-e, foram obtidos
pela purificacédo parcial do Ps.
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Observa-se na Figura 17, que cada um deles apresentou uma aparéncia e tamanho
de particula diferente. P3, exibiu uma coloragdo branca com um tamanho de particula
préoxima a 250 ym e densidade mais alta. As demais fragcoes, pCPL-p e pCPL-e, exibiram
uma coloragao esverdeada com um tamanho de particula proxima a 425 ym e densidade
mais baixa.

Figura 17. Biocatalisadores obtidos a partir do latex fresco de Carica papaya: (A) latex bruto; (B) primeira
fracdo parcialmente purificada, livre de proteases; (C) segunda fragdo parcialmente purificada, livre de
proteases e estereases. Fonte: elaborada pela autora.

Apds da obtencédo dos biocatalisadores, estes foram avaliados em relagdo a seu
rendimento e atividade hidrolitica (Figura 18).
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Figura 18. Avaliagdo dos biocatalisadores obtidos: (A) Rendimento; (B) Atividade hidrolitica. P3 = latex
bruto; pCPL-p = fragéo livre de proteases; pCPL-e = fracao livre de proteases e estereases. O rendimento
foi obtido com respeito a massa inicial de latex fresco extraido e a atividade foi medida pela hidrélise do
azeite de oliva com tampao Tris-HCI 0,1 mol/L durante 5 min a pH 8,5 e 37 °C. Os dados representam a
média £ IC (a = 0,05). Fonte: elaborada pela autora.
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O latex bruto de mamao apresentou um rendimento e atividade (23%; 507 U/Q)
maior em comparagao com a fragdo parcialmente purificada livre de proteases (2,2%;
390 U/g) e a fragédo parcialmente purificada livre de proteases e esterases (0,2%; 412
U/g). Estes resultados denotam que o estresse do congelamento e desidratagao do latex
durante o processo de liofilizagdo nas etapas de purificagdo pode ter provocado
mudancas conformacionais irreversiveis no complexo lipolitico, que levaram a
desnaturacdo das proteinas e consequentemente causou a perda de atividade
catalitica%4.

Assim, P3 foi selecionada para o desenvolvimento das seguintes etapas deste
estudo, as quais incluiram a avaliacdo da influéncia do pH, temperatura, concentragao
do tampao, tempo de incubacgao, concentragcado de substrato e tipo de substrato sobre a
atividade hidrolitica, bem como a catalise das reagdes de hidrdlise e esterificagdo do dleo
de palma bruto e o d6leo residual.

5.2.1 Efeito do pH na atividade do latex bruto de Carica papaya (P3)

Na Figura 19 s&o visualizados os resultados obtidos na dosagem da atividade
hidrolitica do latex bruto de mamao em funcéo do pH, onde as maiores atividades obtidas
foram de 512,1 + 8,0 U/g no pH 6 (tampao fosfato) e de 506,6 + 10,5 U/g no pH 8,5
(tampao Tris-HCI).
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Figura 19. Efeito do pH na atividade hidrolitica do latex bruto de Carica papaya (P3). A atividade foi medida

pela hidrélise do azeite de oliva com tamp&o 0,1 mol/L durante 5 minutos a 37 °C. Amax = 512 U/g. Os dados
representam a média £ IC (a = 0,05; n = 3). Fonte: elaborada pela autora.
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Como esperado, o latex bruto de mamé&o apresentou uma variagao significativa da
atividade hidrolitica dependendo do tamp&o empregado (Tabela 21). Isso porque, o sitio
ativo das enzimas geralmente possui residuos de aminoacidos particularmente sensiveis
a acao do pH. A variacdes do pH no meio reacional podem alterar o estado de ionizacao
desses grupos, modificando como consequéncia sua conformacdo e provocando a
variagdo da atividade hidrolitica0%-106

Tabela 21. ANOVA - Efeito do pH na atividade hidrolitica do Ps.

Fonte de variagdo  GL SQ MQ F p-valor
pH 11 14021 12747 551,8 <2x107
Residuos 24 55 2,3 - -
Total 35 14076 - - -

Fonte: elaborada pela autora.

O teste de Tukey revelou que a atividade hidrolitica do latex no pH 6 e na faixa de
pH de 8 a 9 nao apresentam diferengas estatisticamente significativas (p > 0,05). Por
esse motivo, os dois valores de pH étimos obtidos, ou seja, pH 6 e 8,5 foram usados na
avaliacao do efeito da temperatura e da concentracdo do tampao. Na literatura, os
trabalhos apenas relatam como pH 6timo a faixa alcalina encontrada entre o pH 8 e
94970107 Presume-se que essas diferencas podem estar relacionadas com a presenca
de outras enzimas hidrolitica, as quais podem ser provenientes da regido, das condigbes
ambientais de cultivo e da parte de extracdo do latex. Estudos anteriores relataram que
a composicao e a atividade hidrolitica do latex pode mudar dependendo do local de cultivo
do mamao®8.

5.2.2 Efeito da temperatura na atividade do latex bruto de Carica papaya (P3)

Na Figura 20 sdo apresentados os resultados obtidos na dosagem da atividade
hidrolitica do latex bruto de mamé&o em funcéo da temperatura a pH 6 e 8,5. Nota-se que,
independentemente do pH, a temperatura na faixa estudada de 30 a 60 °C n&o teve um
efeito significativo (p > 0,05) sobre a atividade hidrolitica do latex bruto (Tabela 22). Estes
resultados diferem do reportado na literatura, pois alguns autores reportaram uma maior
atividade hidrolitica a 55 °C70:108.109 Egsta diferenga pode ser proveniente do tempo de
dosagem da atividade que foi de 5 min ou da composi¢ao enzimatica do latex.
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Figura 20. Efeito da temperatura na atividade hidrolitica do latex bruto de Carica papaya (Ps). A atividade
foi medida pela hidrolise do azeite de oliva com tamp&o 0,1 mol/L durante 5 minutos a pH 6 e 8,5. Os dados
representam a média £ IC (a = 0,05; n = 3). Amax = 512 U/g. Fonte: elaborada pela autora.

Tabela 22. ANOVA - Efeito da temperatura na atividade hidrolitica do Pa.

Fonte de variagao GL SQ MQ F p-valor
Temperatura 6 78,3 13,0 2,27 0,059
pH 1 10,3 10,3 1,79 0,189
Residuos 34 195,3 57 - -
Total 41 283,9 - - -

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.3 Efeito da concentragdo do tampé&o na atividade do latex bruto de Carica papaya
(Ps)

Na Figura 21 s&do exibidos os resultados obtidos na dosagem da atividade
hidrolitica do latex bruto de mamao em funcéo da concentracido do tampao a pH 6 e 8,5.
Observa-se que os perfis de atividade de cada pH foram contrarios, ou seja, na medida
que a concentracado do tampao aumentou a atividade foi maior a pH 6 e menor a pH 8,5.
Estes resultados indicam que a conformacao de pelo menos uma das lipases presentes
no latex em meio acido é mais estavel quando diminui a interagdo da agua com os
residuos de aminoacidos que compde o sitio catalitico; por outro lado, em meio basico, é
mais estavel quando aumenta a interagao da agua com os residuos de aminoacidos que
compde o sitio catalitico™°.
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Figura 21. Efeito da concentragdo do tamp&o na atividade hidrolitica do latex bruto de Carica papaya (Ps).
A atividade foi medida pela hidroélise do azeite de oliva com tampé&o a pH 6 e 8,5 durante 5 minutos a
37 °C. Os dados representam a média + IC (a = 0,05; n = 3). Amax = 585,17 U/g. Fonte: elaborada pela
autora.

A anadlise de variancia destes resultados (Tabela 23), evidenciou um efeito
significativo na concentragado do tampéo, o pH e a interagédo deles sobre a atividade da
enzima (p < 0,05). Com relagdo ao teste de Tukey, verificou-se que nao existem
diferengas significativas na atividade hidrolitica do latex em ambos pH quando a
concentragédo do tampao € 0,1 mol/L (p > 0,05). Por esse motivo, essa concentragéo foi

usada na avaliacdo da estabilidade do pH e da temperatura.

Tabela 23. ANOVA - Efeito da concentragcédo do tamp&o na atividade hidrolitica do Ps.

Fonte de variagao GL SQ MQ F p-valor
Concentragao do tampao 2 3432 1716 32,38 1,46x10°
pH 1 2412 2412 4551 2,06x10°
Interagao 2 2120,4 1060,2 200,03 6,10x 101°
Residuos 12 63,6 53 - -
Total 17 2768,4 - - -

Fonte: elaborada pela autora.

5.2.4 Efeito do tempo de incubagéo na atividade do latex bruto de Carica papaya (P3)
para avaliagdo da estabilidade do pH

Na Figura 22 sdo apresentados os resultados obtidos na dosagem da atividade
hidrolitica do latex bruto de mamao em fungao do tempo de incubacao a pH 6,0 e 8,5.
Identificou-se que em ambos pH mais de 62% da atividade inicial do latex bruto foi
mantida apds de 120 min de incubacéo.
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Figura 22. Estabilidade do pH a 30°C do latex bruto de Carica papaya (Ps3). A atividade foi medida pela
hidrélise do azeite de oliva com tampéao 0,1 mol/L a pH 6,0 e 8,5 durante 5 minutos a 37 °C. Os dados
representam a média + DP. Amax = 537,65 U/g. Fonte: elaborada pela autora.

Analise de variancia destes dados (Tabela 23), evidenciou um efeito significativo
do pH, do tempo de incubagao e da interacao deles sobre a atividade hidrolitica do latex
bruto de mamao (p < 0,05).

Tabela 24. ANOVA - Estabilidade do pH a 30°C do P3

Fonte de variagao GL SsQ MQ F p-valor
pH 1 1815 18150 1095, <2x 1076
Tempo 6 4588 764,77 461,4 <2x107¢
Interagdo 6 551 91,8 55,4 3,02 x 1014
Residuos 28 46 1,7 - -
Total 41 7000 - - -

Fonte: elaborada pela autora.

Na Figura 23 observa-se uma representagdo mais clara dos resultados obtidos,
pois 0 padréo de variagdo dos dados pode-se visualizar melhor ao graficar diagramas de
caixa (Box plot). Neste grafico descobriu-se que a atividade hidrolitica foi maior a pH 8,5
em todos os tempos de incubacéo, indicando que neste pH o complexo lipolitico presente
no latex de mamao é mais estavel. Devido a isto, o pH 8,5 foi usado na avaliagao da
estabilidade térmica.



72

15 min 30 min 45 min 60 min 90 min 120 min

100 é —

<
o 90
(1]
. —
@
g = ==
= 0
b el e —t—— e

601

6,0 85 6,0 85 6,0 8,5 6,0 8,5 6,0 8,5 6,0 85

pH
Figura 23. Box plot da estabilidade do pH a 30 °C do latex bruto de Carica papaya (Ps3). A atividade foi

medida pela hidrélise do azeite de oliva com tamp&o 0,1 mol/L a pH 6,0 e 8,5 durante 5 minutos a 37 °C.
Amax = 537,65 U/g. Fonte: elaborada pela autora.

5.2.5 Efeito do tempo de incubagéo na atividade do latex bruto de Carica papaya (P3)
para avaliagdo da estabilidade térmica
Na Figura 24 sio exibidos os resultados obtidos na dosagem da atividade
hidrolitica do latex bruto de mamao em funcdo do tempo de incubacdo a diferentes
temperaturas. Verificou-se que mais de 70% da atividade inicial foi mantida depois de 24
h e mais de 60% depois de 48 h de incubagao a 30 °C.
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Figura 24. Estabilidade termina a pH 8,5 do latex bruto de Carica papaya (P3). A atividade foi medida pela
hidrélise do azeite de oliva com tampao 0,1 mol/L a pH 8,5 durante 5 minutos 37 °C. Os dados representam
a média £ DP. Amax = 397,49 U/g. Fonte: elaborada pela autora.
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Estudos anteriores observaram uma estabilidade térmica menor em comparacgao
com os resultados obtidos, pois Rivera et al. (2014)'%7 relatou que apds de 1 h de
incubacédo a 50 °C e pH 9,0 a atividade residual foi cerca do 40% da atividade inicial com
um tempo de meia vida de 15 min. Em contraste, foi achado que apds de 3 horas de
incubacao a 50 °C e pH 8,5 cerca do 57% da atividade residual foi mantida com um tempo
de meia vida de 6 horas. A analise de variancia destes resultados (Tabela 25), evidenciou
um efeito significativo da temperatura, do tempo de incubacéo e da interac&o deles sobre
a atividade hidrolitica do latex bruto de mamao (p < 0,05).

Tabela 25. ANOVA - Estabilidade térmica a pH 8,5 do P3

Fonte de variagao GL SQ MQ F p-valor
Temperatura 3 8027 2676 669,7 <2x1018
Tempo 6 21356 3559 890,9 <2x107
Interacao 18 1848 103 25,7 <2x10716
Residuos 56 224 4 - -
Total 83 31455 - - -

Fonte: elaborada pela autora.

Visto que as hidrélises enzimaticas sdo levadas até 24 e 48 h de reacao, a Figura
25 mostra os dados obtidos nesses tempos de incubagdo. Comprovou-se que a elevagao
da temperatura de 30 a 60 °C e do tempo de exposicdo de 24 a 48 h promove a
desnaturacado do complexo lipolitico, com perda da atividade.
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Figura 25. Box plot da estabilidade térmica a pH 8,5 do latex bruto de Carica papaya (P3). A atividade foi
medida pela hidrélise do azeite de oliva com tampao 0,1 mol/L a 8,5 durante 5 minutos a 37 °C.
Amax = 397,49 U/g. Fonte: elaborada pela autora.
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Além disso, corroborou-se que a temperatura de 30 °C é significativamente mais
estavel em comparagdo com as outras temperaturas, pois manteve maior atividade
depois de 24 e 48 h de incubacgéo.

5.2.6 Efeito da concentragdo e tipo de substrato na atividade do latex bruto de Carica
papaya (P3) para avaliacdo de parametros cinéticos (Km/Vmax)

A cinética de Michaelis-Menten descreve a velocidade de muitas reacoes
enzimaticas. Para estudar esta cinética € necessario avaliar o efeito da concentragcdo do
substrato sobre a velocidade da reacao, mantendo a quantidade de enzima constante.
Na Figura 26 sao apresentados os graficos de velocidade inicial (Vo) versus
concentracao de substrato para o azeite de oliva, o 6leo de palma e residual.
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Figura 26. Curva de saturagéo do latex bruto de Carica papaya usando diferentes substratos. A atividade

foi medida pela hidrélise do substrato com tampao pH 8,5 e 0,1 mol/L a 35 °C durante 5 minutos. Fonte:

elaborada pela autora.
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Comprova-se que as trés curvas de saturagdo seguem o modelo de Michaelis-
Menten, pois a baixas concentragdes de substratos (< 400 uM) os valores de velocidade
aumentam rapidamente, ou seja, poucos sitios ativos da enzima estdo ocupados pelo
substrato e a velocidade da reagao é diretamente proporcional a concentracdo de
substrato, sendo assim, uma cinética de primeira ordem. Pelo contrario, a altas
concentragdes de substrato (> 400 uM), a velocidade da reagcdo nao depende mais da
concentracdo do substrato porque todos os sitios ativos estdo ocupados pelo substrato,
sendo assim, uma cinética de ordem zero'%°,

Nota-se também que o éleo de palma apresentou o menor valor de Km (42,6 uM)
em comparagdo com o O6leo residual (70,4 uM) e azeite de oliva (235,5 uyM). Estes
resultados corroboram a tiposeletivadade que tem o latex bruto de mamao pelos acidos



75

graxos de cadeias curtas, pois o valor de Km indica a afinidade que tem a enzima pelo
substrato, quanto menor seja o valor de Km, maior é a afinidade. Neste contexto, o
complexo lipolitico do latex bruto teve maior afinidade pelo éleo de palma que contém
cerca de 41% de acidos graxos com cadeias menores a 17 carbonos em comparagao
com os outros substratos que contém cerca de 13% de acidos graxos com cadeias
menores a 17 carbonos. Quanto ao valor de Vmax, ele indica o numero de centros ativos
disponiveis na enzima, observa-se que estes valores foram semelhantes; porém, o valor
aumentou na medida que a afinidade foi menor, ou seja, entre maior seja a afinidade da
enzima pelo substrato menos sitios ativos estao disponiveis.

5.3 Hidroesterificacao

Na terceira etapa, foi efetuada a producao de ésteres metilicos de acidos graxos a
partir da hidroesterificagao do 6leo de palma bruto e do dleo residual. Este processo foi
subdividido em duas fases, a hidrolise e esterificagéo.

5.3.1 Etapa 1: Reacéo de hidrolise

A cinética da reacao de hidrélise das matérias-primas inicialmente foi monitorada
durante 48 h (Figura 27). A apesar da maior afinidade do biocatalisador pelo dleo de
palma, o teor de acidos graxos depois de 48 horas de reacao foi menor (36,9% m/m)
quando comparagéo com o Oleo de residual (59,4% m/m).

S
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Figura 27. Perfis cinéticos na reacdo de hidrélise das matérias-primas. Condi¢des de reagado: T = 35 °C,
pH = 8,5, Agitagdo = 1000 rpm, Tampéo = Tris-HCI 0,18 M, biocatalisador = latex bruto de Carica papaya
(Ps), Razdo massica tampao/dleo = 4,4 g/ 20 g e carga enzimatica = 110 U/g. Fonte: elaborada pela autora.
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Estes resultados revelam que o teor de diglicerideos teve um efeito na hidrdlise,
pois o elevado teor no dleo de palma (DAG = 35%) em relagédo com o dleo residual (AGL
DAG = 9%) poderia ter afetado de forma negativa a porcentagem de hidrélise. Nota-se
também que a variagao do teor de acidos graxos de 24 a 48 h de reagdo em ambas
matérias-primas n&o foi significativa, pois o teor no 6leo de palma variou de 36,7% a
36,9% e no 6leo residual de 54,2% a 59,4%. Devido a isto, o tempo de reagéo na hidrdlise
foi fixado em 24 h tanto no 6leo de palma como no residual.

Posteriormente, foi realizado um planejamento completo 23 e amplificado para a
metodologia de superficie de resposta visando a identificacdo das variaveis mais
significativas e a obtengcdo das melhores condi¢gdes reacionais. As variaveis como
temperatura, tempo e pH foram preestabelecidas levando em consideragdo os dados
obtidos na caracterizacao do biocatalisador e o monitoramento da cinética. Enquanto as
variaveis e niveis estudadas no planejamento, foram definidos de acordo com o relatado
na literatura.

Na hidrolise de acidos graxos um excesso de agua é requerido para deslocar o
equilibrio para os produtos, porém, quantidades elevadas de agua podem gerar um efeito
de diluigdo na reag&o. Segundo Pourzofaghar et al. (2016), melhores porcentagens de
hidrélise foram observadas quando a razao massica tampao/éleo foi de 1:1 a 1:2. Assim
mesmo, a concentragdo do tampdo e quantidades muito pequenas ou exageradas de
biocatalisador podem proporcionar efeito significativo nesta reagdo. De acordo com a
caracterizagdo do biocatalizador escolhido (item 4.4.5) bem como os trabalhos de
Pinyaphong et al. (2009)'"", Pinyaphong et al. (2011)83 e Su et al. (2014)""?2 os melhores
rendimentos foram obtidos usando um tampéao Tris-HCI (pH 8,5) na concentragao de 0,05
a 0,2 mol/L e uma porcentagem de enzima de 15 a 20% m/m. Levando em consideragao
o anterior, a razdo massica tampao/dleo (RM), concentracdo de tampao (Tp) e carga
enzimatica (C) foram selecionadas como variavel de estudo.

A Tabela 26 apresenta a matriz do planejamento com os valores codificados das
variaveis, os valores reais utilizados em cada ensaio o teor de acidos graxos e eficiéncia
obtidos apos de 24 h de reagdo. As colunas Xi, onde i =1, 2 e 3 correspondem aos niveis
codificados (£1,68, +1 e 0); enquanto, as colunas RM, Tp e C correspondem aos

respectivos valores reais.
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Tabela 26. Resultados obtidos no delineamento experimental para a hidrélise das matérias-primas de
baixa qualidade usando o latex bruto de Carica papaya (Ps) como catalisador?.

Variaveis independentes Variavel dependente
Ensaios Codificadas Nio codificadas ® p(‘o(/(;) ;‘ Efici(%/‘r:)cia )

X1 X2 X3 RM (m/m) Tp (mollL) C (% m/m) Palma | OGR | Palma | OGR
1 -1 -1 -1 0,22=1,1g:50g¢g 0,05 6 (30 U/g) 21,7 | 26,9 | 41,7 | 43,8
2 1 -1 -1 0,80=4,0g:50g9 0,05 6 (30 U/g) 20,9 | 28,3 | 40,1 | 46,1
3 -1 1 -1 022=1,1g:50g9 0,15 6 (30 U/g) 21,0 | 31,9 | 40,3 | 52,0
4 1 1 -1 0,80=4,0g:50g9 0,15 6 (30 U/g) 23,3 | 23,8 | 44,8 | 38,8
5 -1 -1 1 0,22=1,1g:50g 0,05 22 (110 U/g) 349 | 443 | 67,0 | 72,2
6 1 -1 1 0,80=4,0g:50g9 0,05 22 (110 U/g) 27,8 | 346 | 534 | 56,4
7 -1 1 1 0,22=1,1g:50g 0,15 22 (110 U/g) 39,4 | 56,7 | 75,7 | 92,4
8 1 1 1 0,80=4,0g9:50¢g 0,15 22 (110 U/g) 28,0 | 385 | 53,8 | 62,8
9 -1,68 0 0 0,02=0,1g:5,0¢9 0,10 14 (70 U/g) 34,2 | 30,6 | 65,7 | 49,9
10 1,68 0 0 1,00=5,0g:50g 0,10 14 (70 U/g) 249 | 32,8 | 47,8 | 53,5
11 0 -168 0 0,51=2,5g:50g9 0,02 14 (70 U/g) 252 | 275 | 484 | 4438
12 0 1,68 0 0,51=25g5,0g 0,18 14 (70 U/g) 246 | 354 | 47,2 | 57,7
13 0 0 -168| 051=25950g9g 0,10 0,5 (3 U/g) 11,3 6,1 21,7 9,9
14 0 0 168 | 0,51=25g5,0g 0,10 27,5(137U/g) | 34,3 | 40,7 | 65,9 | 66,3
15 0 0 0 0,51=2,5g:50g9 0,10 14 (70 U/g) 249 | 34,5 | 47,8 | 56,2
16 0 0 0 0,51=25g5,0g 0,10 14 (70 U/g) 254 | 34,8 | 48,8 | 56,7
17 0 0 0 0,51=2,5g:50g9 0,10 14 (70 U/g) 248 | 34,3 | 47,6 | 559
18 0 0 0 0,51=25g5,0g 0,10 14 (70 U/g) 25,0 | 35,0 | 48,0 | 571

a As reages foram realizadas a 35°C e pH 8,5 (Tris-HCI) durante 24 h.

bRM = razdo massica agua: 6leo; Tp = concentragdo do tampao; C = carga enzimatica.
¢ Eficiéncia da reacgéao

Fonte: elaborado pela autora.

O teor de graxos obtidos no 6leo de palma variou de 11,3% (ensaio 13) a 39,4%
(ensaio 7) e no oleo residual de 6,1% (ensaio 13) a 56,7% (ensaio 7), segundo 0s
tratamentos de razdo massica tampao/éleo (RM), concentracédo de tampéo (Tp) e carga
enzimatica (C) aplicados nos 18 ensaios realizados no delineamento fatorial. Para o teor
de acidos graxos mais baixo obtido, a porcentagem de catalisador usada foi minima, e

para o teor mais alto obtido foi nas condi¢cdes de -1 de RM, +1 de Tp e +1 de C.

a) Estagio linear

ApoOs da realizagdo dos experimentos fatoriais (ensaio 1 a 8) e o ponto central
(ensaio 15 a 18), foi possivel estimar o valor dos efeitos principais e suas interagdes no
Oleo de palma e residual. Além disso foi possivel identificar as variaveis mais significativas
no planejamento, os quais sao apresentados na Tabela 27.



Tabela 27. Modelo linear - Analise dos efeitos na hidrélise do dleo de palma e residual.

Matéria-prima Fatores Efeitos Erro padrao tcal p-valor
Media 27,12352 0,099824 271,7126  0,000000
Curvatura -4,18735 0,345801 -12,1091 0,001212
Efeitos principais
RM -4,22639 0,199649 -21,1692 0,000231
) Tp 1,59376 0,199649 7,9828 0,004102
Oleo de palma C 10,76353 0,199649 53,9124 0,000014
Interacbes
RM * Tp -0,29881 0,199649 -1,4967 0,231385
RM*C -5,01173 0,199649 -25,1028 0,000139
Tp*C 0,75353 0,199649 3,7743 0,032570
RM*Tp*C -1,88589 0,199649 -9,4460 0,002515
Media 35,61471 0,108950 326,8916  0,000000
Curvatura -1,97700 0,377413 -5,2383 0,013541
Efeitos principais
RM -8,66966 0,217899 -39,7875 0,000035
Tp 4,18575 0,217899 19,2096 0,000308
Oleo residual C 15,77242 0,217899 72,3840 0,000006
Interacbes
RM * Tp -4,49578 0,217899 -20,6324 0,000249
RM*C -5,27830 0,217899 -24,2236 0,000154
Tp*C 3,94857 0,217899 18,1211 0,000367
RM*Tp*C 0,24233 0,217899 1,1121 0,347188

Fonte: elaborado pela autora.

Observou-se que em ambas matérias-primas todos os efeitos principais foram
estatisticamente significativos (p < 0,05), sendo a carga enzimatica (C) a variavel com
maior efeito. Enquanto as interagdes, notou-se que no 6leo de palma todas as interagdes
foram significativas com excegao da interacdo da variavel razdo massica tampao/oleo
com a variavel concentragao de tampao (RM * Tp). No dleo residual todas as interagbes
de segunda ordem foram significativas, entretanto a interagao terciaria entre a variavel
razao massica tampao/dleo com a variavel concentragado de tampao e a variavel carga
enzimatica (RM * T * C) ndo se evidenciou significativa.

Uma representagao mais clara dos resultados obtidos anteriormente € mostrada
na Figura 28, onde a significancia dos efeitos e das interacbes pode ser melhor
visualizada pelo grafico de Pareto. Neste grafico, encontrou-se a significancia dos efeitos
e as interagdes sao diferentes para cada matéria-prima. Por exemplo, no 6leo de palma
a ordem de significanciafoiC>RM*C>RM>RM*Tp *C >Tp > Tp * C, sendo o efeito
principal C de maior significancia e a interagao (Tp * C) de menor significancia. Por outro
lado, no dleo residual a ordem de significancia for C>RM>RM*C>RM*Tp>Tp>Tp
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* C. Notou-se também que o efeito correspondente a curvatura foi significativo em ambas

matérias-primas, sendo mais significante no 6leo de palma bruto que no 6leo residual.
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Figura 28. Modelo linear - Diagrama de Pareto das matérias-primas: Oleo de palma bruto (A) e Oleo
residual (B). RM: razdo massica tampao/éleo; Tp: concentragdo do tampéo; C: carga enzimatica. Fonte:
elaborada pela autora.

Na Figura 29 é possivel visualizar os graficos das variaveis estudadas em

resposta a liberagdo de acidos graxos livres. Encontrou-se que ambas matérias-primas

apresentaram uma influéncia semelhante das variaveis.

Figura 29.
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Influéncia dos efeitos principais das matérias-primas. RM: razdo massica tampao/éleo; Tp:

concentragao do tampéo; C: carga enzimatica. Fonte: elaborada pela autora.
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Por exemplo, a carga enzimatica (C) foi a variavel que mais interferiu na hidrolise
de triglicerideos tanto no 6leo de palma como no 6éleo residual; o efeito dessa variavel foi
positivo, o que significa que o aumento da porcentagem de catalisador favorece a
geragao de acidos graxos livres. A segunda variavel mais significativa foi a razao massica
tampao/6leo (RM), essa variavel apresentou um efeito negativo, o que quer dizer que a
diminuicdo da massa de tampao proporciona um aumento na produgao de acidos graxos
livres. Finalmente, a variavel com menos significancia foi a concentragdo de tampéao (Tp),
o efeito dessa variavel foi positivo, ou seja, o aumento da concentragcdo do tampao
favorece a reagao de hidrdlise.

Através dos resultados obtidos também foi possivel calcular os coeficientes de
regressao, realizar as analises de variancia e construir as superficies de respostas de
ambas matérias-primas. A Tabela 28 descreve os coeficientes do modelo de regressao
para o 6leo de palma bruto e o dleo residual. Observa-se que quase todos os termos de
ambas matérias-primas foram estatisticamente significativos ao nivel de confianga do
95% (p < 0,05) com excecgao da interagcado secundaria (RM * Tp) no 6leo de palma e da
interacao terciaria (RM * Tp *C) no 6leo residual.

Tabela 28. Modelo linear - Coeficientes de regresséo na hidrélise do éleo palma e residual.

Matéria-prima Fatores Coeficientes Erro padrao
Media 27,12352 0,099824
Curvatura -2,09367 0,172901
RM -2,11320 0,099824
. Tp 0,79688 0,099824
Oleo de palma C 5,38176 0,099824
RM* Tp -0,14940 0,099824
RM*C -2,50587 0,099824
Tp*C 0,37677 0,099824
RM*Tp*C -0,94294 0,099824
Media 35,61471 0,108950
Curvatura -1,97700 0,377413
RM -8,66966 0,217899
Tp 4,18575 0,217899
Oleo residual C 15,77242 0,217899
RM*Tp -4,49578 0,217899
RM* C -5,27830 0,217899
Tp*C 3,94857 0,217899
RM*Tp*C 0,24233 0,217899

Fonte: elaborada pela autora.
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Considerando os modelos com os parametros significativos, as equagdes a seguir
descrevem o teor de acidos graxos livres previsto em fungdo das variaveis estudadas
para ambos 6leos.

AGLpaLMA = 18,00 — 2,49 Xrm — 49,3 X1p + 0,71 Xc + 102,6 XrmXT1p — 0,26 XrMXc + 5,03 X1pXc — 8,06 XrmX1pXC

AGLoGr= 15,18 + 17,79 Xrm + 58,1 X1p + 1,12 Xc — 168,2 XrmXT1p — 1,23 XrMXc + 4,41 X1pXc + 1,04 XrmXTpXC

Na analise de variancia (ANOVA), mostrada na Tabela 29, observa-se que os
modelos descrevem a resposta AGL em fungéo das variaveis estudadas (RM, Tp, C). A
porcentagem de variagéo explicada foi de 99,7% e 99,8% para o 6leo de palma e residual,
respectivamente. Os F calculados e a regressdo do modelo foram altamente significativos
(p < 0,0001), satisfazendo os requisitos para a construgéo das superficies de respostas
e a curvatura de contorno.

Tabela 29. ANOVA — Modelo linear na hidrélise do éleo de palma e residual.

Matéria-prima Fonte devariagéo SQ GL QM Fcal p-valor

Regressao 349 11 32 397,7 0,000
Oleo de palma Residuos 0,24 3 0,080

Total 11

Regressao 814 11 74  779,5 0,000
Oleo residual  Residuos 0,28 3 0,095

Total 11

SQ: Soma de quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: quadrados médios;
Fcal: F calculado. Fonte: elaborada pela autora.

Com os modelos lineares propostos, foi possivel gerar as superficies de respostas
levando em consideragéo as variaveis mais significativas em ambas matérias-primas, ou
seja, as variaveis razao massica tampao/éleo e carga enzimatica. Os graficos do 6leo de
palma bruto e residual sdo apresentados na Figura 30.

De acordo como os modelos observados, as maiores porcentagens de acidos
graxos livres podem ser obtidas usando o nivel baixo da variavel razdo massica
tampao/dleo (RM), e o nivel alto na variavel carga enzimatica (C) tanto no 6leo de palma
bruto como no 6leo residual, isto é razdo massica tampao/dleo de 0,22 (1,1 g tampéo e
5 g 6leo) e a carga enzimatica de 22% (110 U/q).
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Figura 30. Modelo linear - Superficie de resposta e curvatura de contorno em fungao do teor de acidos
graxos livres das matérias primas levando em consideracgdo as variaveis razdo massica tampéao/éleo (RM)
e carga enzimatica (C): Oleo de palma bruto (A) e (B); Oleo residual (C) e (D). A variavel concentracdo do
tampéao (Tp) foi mantida no nivel alto, ou seja, 0,15 M. Fonte: elaborada pela autora.

Conforme observado na analise estatistica e na significancia do efeito de curvatura
encontrado, foi necessario ajustar os dados a um modelo de segunda ordem, um
planejamento composto central. Seis experimentos adicionais, chamados pontos axiais
foram realizados para o 6leo de palma e o éleo residual (Ensaio 9 a 14).

b) Estagio n&o linear

Na Tabela 30 sdo apresentados os valores dos efeitos e as interagdes do modelo
de segunda ordem. A anotagao que aparece na tabela como (L) corresponde aos termos
lineares, (Q) os termos quadraticos e (L) * (L) as interagbes entre as variaveis.
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Tabela 30. Modelo quadratico - Analise dos efeitos na hidrdlise do 6leo de palma e residual.

Matéria-prima Fatores Efeitos Erro padrao tcal p-valor
Media 18,60188 0,140966 131,9604 0,000001

Efeitos principais
RM (L) -4,76341 0,152804 -31,1733 0,000073
RM (Q) 3,75764 0,158773 23,6667 0,000165
Tp (L) 0,80070 0,152804 5,2400 0,013529
Oleo de palma Tp (Q) 0,48802 0,158773 3,0737 0,054405
C (L) 11,98053 0,152804 78,4045 0,000005
C(Q) -0,99760 0,158773 -6,2831 0,008141

Interagbes

RM (L) * Tp (L) -0,29881 0,199649 -1,4967 0,231385
RM (L) * C (L) -5,01173 0,199649 -25,1028 0,000139
Tp(L)*C (L) 0,75353 0,199649 3,7743 0,032570
Media 34,28051 0,153852 222,8151 0,000000

Efeitos principais
RM (L) -4,53201 0,166773 -27,1748 0,000109
RM (Q) 0,99822 0,173287 5,7605 0,010396
Tp (L) 4,40043 0,166773 26,3858 0,000119
Oleo residual Tp (Q) 0,82765 0,173287 4,7762 0,017443
C(L) 17,77578 0,166773 106,5870 0,000002
C(Q) -4,85732 0,173287 -28,0304 0,000100

Interagbes

RM (L) * Tp (L) -4,49578 0,217899 -20,6324 0,000249
RM (L) * C (L) -5,27830 0,217899 -24,2236 0,000154
Tp(L)*C (L) 3,94857 0,217899 18,1211 0,000367

Fonte: elaborada pela autora.

No dleo residual os efeitos principais tanto lineares como quadraticos e as
interagbes foram estatisticamente significativos (p < 0,05), fato também observado no
60leo de palma com excecao do termo quadratico da concentracdo de tampdo e a
interagdo da razdo massica tampao/dleo com concentragcdo de tampéo (RM (L) * Tp (L)).

Por outro lado, uma representacao dos resultados obtidos anteriormente foi
realizada através de um grafico de Pareto (Figura 31), os términos lineares estdo
associados a letra L e os quadraticos com a letra Q. Nesta gréfica, encontrou-se que ao
igual que no modelo linear a significancia dos efeitos e as interagdes sao diferentes para
cada matéria-prima. No 6leo de palma a ordem de significancia foi C (L) > RM (L) > RM
L)*CL)>RM(Q)>C(Q)>Tp(L)>Tp(L)*C(L)>Tp(L)>Tp(L)*C(L)>Tp(Q), e
no oleo residual foi C (L) > C (Q)>RM (L)>Tp (L) > RM (L) * C (L) > RM (L) * Tp (L) >
Tp(L)*C(L)>RM(Q)>Tp (Q).
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Figura 31. Modelo quadratico - Diagrama de Pareto: Oleo de palma bruto (A), Oleo residual (B). RM: razéo
massica tampao/dleo; Tp: concentragdo do tampéo; C: carga enzimatica. Fonte: elaborada pela autora.

Através dos resultados do planejamento foi possivel determinar os coeficientes de
regressao para as duas matérias-primas. A Tabela 31 descreve os coeficientes do
modelo de regressao na hidrolise do 6leo de palma e residual; os términos lineares estéao
associados a letra L e os termos quadraticos com a letra Q.

Tabela 31. Modelo quadratico - Coeficientes de regressao na hidrélise do 6leo palma e residual.

Matéria-prima Fatores Coeficientes Erro padrao
Media 18,60188 0,140966
RM (L) -2,38171 0,076402
RM (Q) 1,87882 0,079387
Tp (L) 0,40035 0,076402
) Tp (Q 0,24401 0,079387
Oleo de palma e ((L)) 5.99026 0.076402
C(Q) -0,49880 0,079387
RM * Tp -0,14940 0,099824
RM*C -2,50587 0,099824
Tp*C 0,37677 0,099824
Media 34,28051 0,153852
RM (L) -2,26600 0,083386
RM (Q) 0,49911 0,086644
To (L) 2,20021 0,083386
, . Tp (Q) 0,41383 0,086644
Oleo residual C (L) 8,88789 0,083386
C(Q) -2,42866 0,086644
RM * Tp -2,24789 0,108950
RM*C -2,63915 0,108950
Tp*C 1,97429 0,108950

Fonte: elaborado pela autora.
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As equagdes em funcdo dos coeficientes de regressdo estatisticamente
significativos foram:

AGLpaLMA= 9,7 - 14,4 Xrm - 19,5 X1p + 1,4 Xc + 21,9 XrM? + 98 X1p? - 0,01 Xc? — 10,2 XrmX1p- 1,1 XrRmXc + 40,9 X1pXc

AGLocr=5,1+ 17,5 Xrm + 20 X1p + 2,2 Xc + 5,8 XrMm? + 166 X1p2 - 0,04 Xc? - 154 XruX1p- 1,1 XruXc + 4,9 X1pXc

Pela ANOVA apresentada na Tabela 32, observamos que os modelos descrevem
a resposta AGL em fungdo das variaveis estudadas. A porcentagem de variagao
explicada foi de 92,5% e 66,8% para o 6leo de palma e residual, respectivamente. O F
calculado foi altamente significativo (p < 0,0001) para o 6leo de palma; no entanto, para
o oleo residual ndo foi significativo (p > 0,05).

Tabela 32. ANOVA — Modelo quadratico na hidrélise do 6leo de palma e residual.

Matéria-prima Fonte de variagao SQ GL Qm Fcal p-valor
Regressao 704 17 41 13,4 0,000
Residuos 24,66 8 3,083

Oleo de palma  Falta de ajuste 24,42 5 4,885 61,3 0,003
Erro puro 0,24 3 0,080
Total 701 17
Regresséo 1462 17 86 2,6 0,09
Residuos 265,58 8 33,198

Oleo residual  Falta de ajuste 265,30 5 53,060 558,8 0,00
Erro puro 0,28 3 0,095
Total 1704 17

SQ: Soma de quadrados; GL: graus de liberdade; MQ: quadrados médios; Fcal: F calculado.
Fonte: elaborada pela autora.

Com os modelos quadraticos propostos, foi possivel gerar as superficies de
respostas levando em consideragao as variaveis mais significativas em ambas matérias-
primas, ou seja, as variaveis razdo massica tampé&o/éleo e carga enzimatica. Os graficos
do 6leo de palma bruto e residual sdo apresentados na Figura 32.
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Figura 32. Modelo quadratico - Superficie de resposta e curvatura de contorno em fungéo do teor de acidos
graxos livres das matérias primas levando em consideracgdo as variaveis razdo massica tampéao/éleo (RM)
e carga enzimatica (C): Oleo de palma bruto (A) e (B); Oleo residual (C) e (D). A variavel concentracdo do
tampéao (Tp) foi mantida no nivel alto (+a), ou seja, 0,18 M. Fonte: elaborada pela autora.

A partir das analises da superficie de resposta foi possivel determinar as
condigdes de processo em que se obtém elevado teor de acidos graxos livres. Tais
condi¢cbes sao apresentadas na Figura 33, valores em que as variaveis RM, Tp e C
proporcionam as caracteristicas desejadas do processo. De acordo com a equagao
determinada, encontrou-se que o maior teor de acido graxo que pode ser obtido é 38,5%
para o oleo de palma e 63,9% para o residual sob as seguintes condi¢cbes reacionais:
RM =0,22; Tp = 0,18 mol/L e C = 27,5%.
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Figura 33. Modelo quadratico — Perfis para valores previstos nas melhores condigbes de reagéo: 6éleo de
palma (A) e dleo residual (B). RM: razdo massica tampdao/dleo; Tp: concentragcdo do tampéo; C: carga
enzimatica. Fonte: elaborado pela autora.

c) Validacéo

A Tabela 33 mostra os resultados preditos e observados pelo ensaio de validagao
experimental. Para o modelo linear em ambas matérias-primas, o resultado experimental
assemelhou-se ao resultado predito. Porém, para o modelo quadratico observou-se maior
imprecisao do modelo na predi¢cao dos dados experimentais.

Tabela 33. Resultados preditos e experimentais obtidos das melhores condigbes experimentais na
hidrélise do 6leo de palma e residual.

Condigbes dereagdo  AGL (%) AGL (%)

Modelo Matéria-prima oM To (M) ) oredita observado
Linear Palma 022 0,15 22% 39,4 39,6
OGR 022 0115 22% 56,51 56,2
Quadratico Palma 0,22 0,18 27,5% 38,5 43,6
OGR 022 018  275% 639 60,1

Fonte: elaborada pela autora.



88

Apesar da existéncia de desvios entre os resultados experimentais e preditos,
pode-se considerar que os resultados foram satisfatérios. O maximo teor de AGL (%)
obtido para cada matéria-prima foi alcangado empregando-se uma porcentagem de
27,5% de biocatalisador. Estes resultados sugerem que uma carga enzimatica maior
pode atingir melhores rendimentos. No entanto, é importante destacar que a enzima de
estudo apresenta uma regioseletividade 1,3-especifica, ou seja, apenas pode hidrolisar
as posigdes sn-1 e sn-3 no triglicerideo. O maximo teor de acidos graxos que tem a
capacidade de hidrolisar seria 66,6%. Porém, o 6leo de palma apresentou um teor de
triglicerideos cerca de 54% e de diglicerideos de 35%, fato que promove um rendimento
tedrico abaixo de 66,6%. Isso porque apenas 66,6% dos triglicerideos, 44,4% dos
diglicerideos e 22,2% dos monoglicerideos podem ser hidrolisados. Levando em
consideragcao essa porcentagem foi possivel calcular a eficiéncia das diferentes
condicdes reacionais de ambas matérias-primas (ver Tabela 26).

Desta forma, no 6leo residual a eficiéncia foi cerca de 98,9% nas condigdes de
reacao quadratica e de 91,6% nas condi¢cdes de reacdo linear; enquanto, ao d6leo de
palma, a eficiéncia foi cerca de 86,7% e 76,0% respectivamente. Além disso, trabalhar
com uma porcentagem maior de enzima nao € viavel, uma vez que o custo do catalisador
também influi significativamente no custo de produgdo de biodiesel. Embora o
biocatalisador selecionado apresente um custo muito menor em comparagdo com as
enzimas comerciais, 0 uso em excesso deste pode aumentar o custo do processo.

5.3.2 Etapa 2: Reagéo de esterificacdo

Posteriormente, os acidos graxos obtidos na hidrélise foram esterificados usando
um catalisador acido (H2SO4) e um catalisador enzimatico (P3). A Figura 34 mostra os
teores de ésteres obtidos para cada matéria-prima usando os dois catalisadores.
Observa-se que, tanto para o 6leo de palma como para o dleo residual, o teor de ésteres
produzidos por catalises acidas (43,3% e 53,7%) foram maiores que os produzidos por
catalises enzimaticas (32,1% e 41,1%), respectivamente. Ainda assim, a eficiéncia de
conversao foi de 99,3% e 89,3% na esterificacdo por catalise acida e de 87,0% e 69,2%
por catalise enzimatica para o 6leo de palma e residual, respectivamente.
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Figura 34. Teor de ésteres obtidos na hidroesterificacdo acida e enzimatica. HE-EA-L: hidroesterificagao
enzimatica/acida, HE-EA-Q: hidroesterificacdo enzimatica/acida, HE-EE-Q: hidroesterificacao
enzimatica/enzimatica. Os dados representam a média £ IC (a = 0,05; n = 3). Fonte: elaborado pela autora.

Realizando uma comparacgéo da producéo de ésteres a partir dos acidos graxos
obtidos sob as melhores condicbes do modelo linear sobre as condicbes do modelo
quadratico observou-se rendimentos equitativos, os quais foram superiores ao 80% para
ambas matérias-primas. No 6leo de palma, a eficiéncia foi de 84,8% no modelo linear e
99,3% no modelo quadratico; enquanto, no 6leo residual, o rendimento foi de 91,3% no
modelo linear e 89,3% no modelo quadratico.

5.4 Métodos comparativos

Por fim, na quarta etapa, foi efetuada a producédo de ésteres metilicos de acidos
graxos a partir da transesterificagdo enzimatica e alcalina, assim como da
hidroesterificagdo subcritica/enzimatica e subcritica/acida. Em seguida, os teores de
ésteres obtidos nestes processos foram comparados com os resultados da
hidroesterificacdo enzimatica/acida e enzimatica/enzimatica, os quais sao apresentados
na Figura 35.

Como esperado, a transesterificacdo por catalise alcalina foi melhor para o 6leo
residual (81,8%) que para o 6leo de palma (5,3%), devido ao teor de acidos graxos
presentes nas matérias-primas. O 6leo residual apresentou um teor de acidos graxos
menor que 2,5%, sendo viavel a transesterificagcao por catalise alcalina. Entretanto, o 6leo
de palma apresentou um teor de acidos graxos acima de 2,5% levando a formacao de
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reagdes secundarias indesejaveis como a saponificagdo que tornaram inviavel o
processo de transesterificagao alcalina.
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Figura 35. Teor ésteres obtidos em diferentes métodos de produgéo de biodiesel. HE-EA:
hidroesterificagdo enzimatica/acida, HE-EE: hidroesterificagdo enzimatica/enzimatica, *HS-EA:
hidroesterificagdo subcritica/acida, HS-EE: hidroesterificagdo subcritica/enzimatica, TA: transesterificagao
alcalina e TE: transesterificagdo enzimatica. Os dados representam a média * IC (a = 0,05; n = 3). Fonte:
elaborado pela autora e *dos Santos (2017)85.

Teor de éster (%)

Com relacdo a hidroesterificagdo, observa-se que, de forma geral,
independentemente do teor de acido graxo no 6leo empregado, os teores de ésteres
gerados foram semelhantes. No entanto, as maiores conversdes foram obtidas pela
hidroesterificagdo subcritica/acida e subcritica/enzimatica apresentando um teor de
ésteres de 98% e 75,9% para 6leo de palma e de 98% e 61,6% para o 6leo residual,
respectivamente. Estes resultados indicam que no processo de hidroesterificagdo a
primeira etapa, ou seja, a hidrélise subcritica segue sendo melhor em comparagdo com
a rota enzimatica, a qual apresentou na hidroesterificagdo enzimatica/acida e
enzimatica/enzimatica um teor de ésteres de 41,0% e 32,1% para o 6leo de palma e de
52,7% e 41,1% para o Oleo residual, respectivamente. Além disso, como mencionado
anteriormente na segunda etapa da hidroesterificacdo, ou seja, a esterificacdo os
resultados foram melhores na catalise acida que na catalise enzimatica. No entanto, é
importante ressaltar que as condi¢coes de reagao na esterificagdo enzimatica nao foram
otimizadas, portanto, & possivel obter resultados equivalentes com a catalise acida.
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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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7 TRABALHOS FUTUROS

Com base nos a conhecimentos adquiridos nesta pesquisa, a sugestao de trabalhos
futuros sao apresentados a continuacao:

e Desenvolvimento metodolégico para separagao de glicerideos (mono-, di- e
triglicerideos) e acidos graxos livres visando a melhora da qualidade do biodiesel
na hidroesterificagcdo enzimatica com lipases 1,3-especificas e o aproveitamento
dos coprodutos com valor agregado;

e Estabelecimento das melhores condigdes reacionais na esterificagdo de acidos
graxos livres usando o latex bruto de Carica papaya como catalisador em reator
de tanque agitado operando em modo batelada;

¢ Avaliacao da reutilizagao do latex bruto de Carica papaya tanto na hidrolise como
na esterificagdo em reator de tanque agitado operando em modo batelada;

o Estabelecimento das melhores condicbes reacionais na hidroesterificagao
enzimatica empregando o latex bruto de Carica papaya como catalisador em
diferentes tipos de reatores e modos operacionais;

e Avaliacdo as reagdes de hidrolise e esterificagdo em reator de tanque agitado
operando em modo batelada, usando as fragdes parcialmente purificadas de
Carica papaya como catalisador.
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