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RESUMO

A maior parte de toda a energia consumida no mundo provém do
petroleo, do carvdo e do gas natural. Essas fontes sdo limitadas e
esgotaveis, e causam danos ambientais, sendo estes, 0s motivos para a
utilizacdo de fontes alternativas de energia. O presente trabalho teve
como objetivo avaliar a producéo de ésteres etilicos por rota enzimatica
utilizando gordura de suino e etanol como substratos e a enzima
Lipozyme TL IM como catalisador. A producdo dos ésteres etilicos foi
realizada em modo batelada e foi estudada a cinética de reacdo durante
24 horas para determinar o tempo que seria utilizado nos planejamentos
experimentais (18 h). A partir dos estudos preliminares foi realizado um
planejamento experimental do tipo Plackett-Burman, para 12 ensaios, 5
variaveis e 2 niveis, com triplicata do ponto central. As variaveis
estudadas na producdo enzimatica de esteres etilicos foram a
temperatura de reacdo (50, 60 e 70 °C), a concentracdo de derivado
enzimatico (5-15 % m/m), a concentracdo de agua (5-15 % m/m), o
volume do solvente (4-12 mL) e a razdo molar entre a gordura de suino
e o etanol (1:3-1:6). Depois de observadas as variaveis significativas e
ndo significativas realizou-se um planejamento fatorial completo 23 com
triplicata do ponto central, totalizando 11 experimentos. A melhor
conversao (82,35 %) foi obtida no experimento com razdo molar
gordura de suino:etanol de 1:6, concentracdo de agua de 5 % m/m e
concentracdo de derivado enzimatico de 15 % m/m. Finalmente, para
verificar a melhor condi¢do encontrada no planejamento fatorial
completo 2° foi realizado um estudo cinético nas temperaturas (35, 45 e
55 °C), concentracdo de &gua de 5 e 10 % m/m e concentracdo de
derivado enzimédtico de 10 e 15 % m/m, e as melhores condicGes
encontradas foi na temperatura de 45°C, na concentracdo de agua de
5% e na concentracdo de derivado enzimatico de 15 % com uma
conversdo de 88, 35 %. Diante disto, a producdo enzimatica de ésteres
etilicos a partir da gordura suina mostrou um processo sustentavel e com
grande potencial para ser aplicado nas industrias de biodiesel, sendo esta
uma boa opcgao para a valorizagdo deste subproduto da inddstria suina.

Palavras-chave: Gordura de suino. Etanol. Lipozyme TL IM. Esteres
etilicos.






ABSTRACT

Most of all energy consumed in the world comes from sources such as
petroleum, coal and natural gas. Due to these sources are limited,
exhaustible and have caused environmental damage, alternative energy
sources are being studied and used. The present work aimed to evaluate
the production of ethyl esters via enzymatic transesterification using
swine fat and ethanol as substrates and the enzyme Lipozyme TL IM as
catalyst. Esters were produced in batch mode and reaction kinetics was
studied along 24 hours to determine the time to be used in the
experimental designs (18 h). First, it was used a Plackett-Burman
experimental design for 12 runs and 5 two-level variable, with triplicate
of the center point. The variables assessed for the enzymatic production
of ethyl esters were reaction temperature (from 50 to 70 °C), enzyme
concentration derivative (from 5 to 15 wt%), water concentration (from
5 to 15 wt%), solvent volume (from 4 to 12 mL) and swine fat to ethanol
molar ratio (from 1.3 to 1:6). Afterwards, with the significant factors, it
was set a full factorial design 2° with triplicate of center points
(summing 11 runs). The highest conversion (82.35 %) was obtained at
1:6 swine fat to ethanol molar ratio, 5 wt% water concentration and 15
wt% enzyme concentration derivative. Finally, to verify the optimal
condition found, reaction kinetics were studied at temperatures of 35 °C,
45 °C e 55 °C, water concentrations of 5 and 10 wt% and enzyme
concentration derivative of 10 and 15 wt%, and the best conditions were
found at 45 ° C at a water concentration of 5% and concentration of
enzyme derived from 15% with a conversion of 88.35 wt%. From the
results obtained it can be concluded that the enzymatic production of
ethyl esters from swine fat showed great potential that can be explored
by biodiesel industries, also, this usage of swine fat is a good alternative
to improve its economic value.

Keywords: Swine fat. Ethanol. Lipozyme TL IM. Ethyl esters.
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INTRODUCAO

A maior parte de toda a energia consumida provém do petréleo, do
carvao e do gas natural. Essas fontes sdo limitadas e esgotaveis, e causam danos
ambientais, sendo estes, 0os motivos para a utilizacdo de fontes alternativas de
energia (MADER et al., 2008).

O biodiesel surge para substituir o diesel de petréleo ja que se obtém de
fonte renovavel. De acordo com Lukovic et al. (2011), em 2005, a producédo
mundial estimada de biodiesel foi 2,92 milhdes de toneladas, dos quais 87 %
foram obtidos na UE (Unido Europeia) e, ainda mais importante, entre 2000 e
2005, a producdo mundial aumentou trés vezes. J4 em 2011, o Brasil se tornou o
quarto maior produtor mundial de biodiesel com 16 % do total produzido
(BERGMANN et al., 2013). Em 2014, a producéo total de biodiesel no Brasil
estd estimada em 2,946 milhGes de toneladas, um aumento de 2 % em
comparagdo ao ano de 2013 (USDA, 2013).

O governo europeu garante incentivo fiscal aos produtores, promove leis
especificas para o produto, visando a melhoria das condi¢es ambientais através
da utilizagéo de fontes de energia mais limpas. A tributacdo dos combustiveis de
petroleo na Europa, inclusive do o6leo diesel mineral, é extremamente alta,
garantindo a competitividade do biodiesel no mercado (BRASILBR, 2013).

Os 6leos utilizados para a producéo do biodiesel s&o: de matérias primas
como soja, canola, algoddo, girassol entre outros, 6leo vegetal residual, gordura
animal, algas e entre outros.

A producdo do biodiesel pode ser por via quimica e enzimatica. Para
Oliveira et al. (2010) o processo de transesterificagdo enzimatica, embora mais
lenta que a catélise bésica, ocorre em condi¢Bes brandas, na via quimica requer
altas temperaturas para se conseguir uma boa velocidade de reacdo (CASTRO et
al., 2004). A principal barreira & implantacdo do sistema enzimético é o alto
preco da enzima e a instabilidade de lipases em solventes organicos polares.
Apesar das barreiras citadas a utilizagdo das enzimas tem como vantagens: a
reutilizagdo em mais de uma batelada quando elas sdo imobilizadas e a reducéo
de poluentes ao final do processo sendo considerada uma tecnologia limpa.

O uso de enzimas imobilizadas e de baixo custo, como por exemplo, a
lipase comercial Lipozyme TL 1M, faz com que o produto final da reacéo tenha
viabilidade comercial (BASRI et al.,2013).

Devido ao aumento da demanda mundial por derivados de petrdleo
houve questionamentos sobre os impactos ambientais que a extracdo dessa
matéria prima causa e, o petréleo quando se transforma em diesel para abastecer
os motores de alguns veiculos emitem gases que causam o aumento do efeito
estufa (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014), com isso surgiram
diversas pesquisas buscando fontes de energias limpas e renovaveis. Dentro
deste contexto 0 uso de matérias-primas ndo convencionais como a gordura de
suino se destaca por ser comercialmente rentavel, e por colaborar com as
industrias a dar um destino aos seus residuos sem afetar o meio ambiente.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo geral avaliar a producdo de
ésteres etilicos utilizando gordura de suino e etanol como substratos e a
Lipozyme TL IM como catalisador, em sistema utilizando solvente
organico.

1.1.2 Objetivos Especificos

- Analisar as condicfes reacionais para obtencdo de ésteres etilicos
utilizando lipase Lipozyme TL IM;

- Avaliar as variaveis do processo: tempo, temperatura, massa do
derivado enzimético, concentracdo de substratos, agua e volume de
solvente na producéo de ésteres etilicos;

- Realizar o estudo da cinética da producdo de ésteres etilicos na
condi¢do de maior conversdo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUGAO DE BIODIESEL

No ano de 1900, Rudolf Diesel desenvolveu um motor movido a
6leo vegetal, mas, porém o petr6leo com 0 seu baixo custo e grande
disponibilidade continuou sendo a principal fonte de energia, fazendo
com que as pesquisas com biodiesel ndo evoluissem (SHAY, 1993).

No Brasil, a primeira referéncia ao uso de dleos vegetais como
combustivel foi em 1920, onde muitas universidades comecaram a
investir em pesquisas com 6leo in natura misturado ao diesel como
combustivel. Em 1973, a crise de petréleo impactou a economia global
fazendo com que retomassem a pesquisa com combustiveis renovaveis,
pois o Brasil importava 80% do petroleo. Nos anos seguintes, com o fim
da crise do petréleo, o diesel se tornou mais barato e as pesquisas sobre
biodiesel deixaram de ser prioridade (BERGMANN et al., 2013).

No ano de 2003, veio o decreto n°2003/02/07 que criou a
Comissdo Executiva Interministerial do Biodiesel (CEIB), coordenada
pela Casa Civil da Presidéncia da RepuUblica e também pelo Grupo
Gestor, coordenado pelo Ministério de Minas e Energia, sendo formada
para estabelecer as bases para o Programa Nacional de Uso e Producédo
de Biodiesel (PNPB), criado em dezembro de 2004 e é atualmente o
mais importante programa de politicas publicas do governo brasileiro
sobre biodiesel (BERGMANN et al., 2013).

O PNPB define biodiesel como um combustivel derivado de
biomassa que pode ser utilizado em motores de combustdo interna com
ignicdo por compressdo. Como tal, o biodiesel surgiu para substituir o
diesel, parcial ou totalmente, 0 PNPB pretende reduzir a dependéncia do
Brasil na importacdo de diesel de petrdleo e buscar novas fontes de
energia renovavel (POUSA; SANTOS e SUAREZ, 2007).

A lei 11.097/2005 tornou obrigatdrio o uso de 2% de biodiesel no
diesel (B2). Devido a presséo exercida pelas industrias de biodiesel que
aumentam a cada dia sua capacidade de produgéo, o governo observou a
necessidade de aumentar a quantidade de biodiesel no combustivel,
atualmente o Brasil estd usando o diesel B5. Além da adi¢do obrigatoria
de biodiesel ao diesel, a lei 11.097/2005 também propds a inclusdo dos
agricultores familiares de regides menos favorecidas do pais criando o
financiamento subsidiado e o "Selo Combustivel Social" (SFS)
(CESAR; BATALHA, 2010).

Grandes é&reas disponiveis para a agricultura e incentivos
governamentais podem levar o Brasil a se tornar um produtor de
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biodiesel ainda mais importante. No entanto, 0 maior desafio para o
futuro é fazer com que o biodiesel seja competitivo com o diesel. Assim,
as tecnologias estdo sendo desenvolvidas para melhorar a producéo de
biodiesel no Brasil (BERGMANN et al., 2013).

De acordo com Shin et al. (2012), o biodiesel tem atraido atencéo
devido ao aumento do preco do petréleo e reducdo da emissédo de gases
poluentes. O biodiesel consiste em ésteres, metilicos ou etilicos, de
acidos graxos (FAMEs ou FAEEs), e pode ser produzido a partir de
muitas matérias-primas distintas, incluindo 6leos vegetais (soja, canola,
girassol, palma, caroco de algoddo, mamona, derivados de babagu entre
outros), gorduras animais, 6leos usados em frituras e até matérias graxas
de alta acidez (KNOTHE et al., 2006). Outra matéria-prima que pode ser
utilizada s&o as microalgas, entretanto o processo de biodiesel com essa
matéria-prima se torna mais caro do que utilizar dleos vegetais, devido a
extracdo do dleo da microalga ter baixo rendimento (SINGH et al.,
2014).

Comercialmente, a utilizacdo de 6leos vegetais refinados ndo é
economicamente viavel devido a quase 70% do custo ser atribuido a
matéria-prima. A utilizacdo dos Oleos vegetais também gera a
preocupacdo de que alguns deles sdo fontes de alimentagdo
(KIAKALAEIEHA; AMINA; MAZAHERI, 2013).

Na Europa a utilizacdo dos 6leos vegetais reciclados e da gordura
animal como matéria-prima para o biodiesel ndo sdo tdo difundidas
como o uso dos Oleos vegetais, no entanto, esse cenario vem se
modificando, pois sdo matérias-primas alternativas mais baratas (USDA,
2013).

Na Unido Europeia o 6leo de canola é a principal matéria-prima
do biodiesel sendo responsavel por dois tercos da producdo
total. Enquanto, o uso do dleo de soja e palma é limitado pela norma EN
14214; pois o biodiesel a base de soja ultrapassa o teor de iodo prescrito
pela norma tornando o biodiesel susceptivel a oxidacéo, ja o biodiesel de
6leo de palma supostamente ndo fornece estabilidade suficiente durante
o inverno do norte da Europa. No entanto, com a mistura das trés
matérias-primas 6leo de canola, 6leo de soja e 6leo de palma permite
obter-se um biodiesel de boa qualidade (USDA, 2013).

A UE apresentou um aumento na capacidade de producdo nos
anos de 2006 a 2009 chegando a 360 %, ja em 2011 o aumento foi
relativamente pequeno, 6 %, e nos anos de 2013 e 2014 a capacidade de
producdo deverd manter-se estavel (USDA, 2013).

Segundo a European Biodiesel Board — EBB (2013), a producdo
total de biodiesel da UE em 2010 foi de mais de 9,5 milhGes de
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toneladas, um aumento de 5,5 % em relacdo ao ano de 2009. Em 2011, a
producdo total da UE diminuiu 10,06 % comparado ao ano de 2010.
Destacando-se Alemanha, Franca, Espanha e Itdlia como maiores
produtores da Unido Europeia (Figura 1), a Alemanha foi a maior
produtora com 2,8 milhdes de toneladas de biodiesel.

Figura 1: Producdo do biodiesel na Unido Europeia de 1998 — 2011.
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Fonte: European Biodiesel Board, 2013.

A Alemanha foi a pioneira na Europa se destacando como grande
produtora de biodiesel devido ao apoio dado pelo Governo, com a
reforma da Politica Agricola Comum (PAC) da Unido Europeia, que
permitiu que as culturas deixassem de ser somente para a producdo de
alimentos e ragdes, mas também para os combustiveis. O governo
investiu recursos a fim de diminuir a dependéncia do petréleo e também
impulsionar a utilizacdo de energia sustentavel (KAUAP; SELBMANN,
2013).

Em 2010, o Brasil tornou-se 0 segundo maior produtor de
biodiesel com uma producéo de 2,4 milhes de m®, permanecendo atras
da Alemanha, a maior produtora mundial de biodiesel (BERGMANN et
al., 2013).

Em 2011, o Brasil produziu 2,6 milhdes de ms3, apesar do
aumento na producdo o pais foi superado pelos Estados Unidos,
Alemanha e Argentina. O Brasil estar entre os maiores produtores
mundiais é parte do resultado dos incentivos realizados em pesquisa, aos
programas governamentais, e também aos incentivos na producéo do
biodiesel (BERGMANN et al., 2013). A Figura 2 apresenta a produgdo
mundial no ano de 2011.
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Figura 2: Producéo de biodiesel no mundo em 2011.
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Fonte: Bergmann et al. (2013).

No ano de 2012, o Brasil produziu 2,71 milhGes de m3 de
biodiesel. Os estados: Rio Grande do Sul, Goias, Mato Grosso e Bahia
eram 0s quatro maiores produtores brasileiros de biodiesel. O estado do
Rio Grande do Sul produziu 806 mil m3, o estado de Goias produziu 600
mil m3, o estado de Mato Grosso produziu 474 mil m3 e o estado da
Bahia produziu 231 mil m3. Os quatro estados produziram juntos
2,11 milhdes de m3 de biodiesel, o que representa 77,85 % do volume
total da producéo brasileira (ANP, 2012).

A Agéncia Nacional de Petr6leo, Gas Natural e Biocombustiveis
— ANP, no més de outubro de 2013, langou no boletim mensal que o
Brasil possui 67 plantas produtoras de biodiesel com capacidade total
autorizada de 22.619,06 m3/dia. A Figura 3 apresenta a diferenca entre a
capacidade que as empresas tém de produzir, a demanda compulséria e a
producdo do biodiesel, em que é possivel perceber que o que dita a
producdo é a demanda compulséria a qual o governo obriga a utilizacdo
de 5% de biodiesel no diesel.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1364032113000142#gr1
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Figura 3: Evolugdo mensal da demanda compulséria, da produgédo e da
capacidade nominal autorizada pela ANP no Pais.
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Fonte: ANP, 2013.
2.2 PRODUGAO SUINA

De acordo com a FAO (2014), a producdo mundial de suinos no
ano de 1990 era de 856 milhdes de cabegas, e no ano de 2010 a
producdo suina apresentou um aumento de 13% com um total de 966
milhGes de cabecas.

A China, os 27 Paises Membros da Unido Europeia (UE-27), os
Estados Unidos e o Brasil sdo os quatro maiores produtores mundiais,
produzindo no ano de 2013, 53,8 mil toneladas, 22,4 mil toneladas, 10,5
mil toneladas e 3,37 mil toneladas, respectivamente (ABIPECS, 2013).

Em 2014, a China tem a previsdo de aumentar a producdo suina
em quase 2%, sendo considerado um aumento pequeno, mas satisfatorio
devido aos problemas com abastecimento de suprimentos para a
producdo dos suinos, e com suinos aparecendo mortos no rio Huangpu
em Xangai (USDA, 2013).

A producdo suina na Unido Europeia, no ano de 2013, manteve-
se estavel, porém deve apresentar uma melhoria devido a baixa dos
pregos dos alimentos e também ao aumento do pre¢o das carcacas
(USDA, 2013).

No Brasil, em 2012, produziu 3,33 mil toneladas de carne suina,
3,05% a mais que o ano de 2011. Apesar do aumento do preco do milho
e da soja, principais fontes da racdo suina, o pais ampliou a producéo a
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fim de elevar a exportacdo da carne para abastecer o mercado
internacional, e conseguir manter o equilibrio da balanca comercial
(USDA, 2012).

Os Estados que se destacaram no Brasil no ano de 2012 na
producdo suina foram Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Parana.
Neste mesmo ano, de acordo com a Associacdo Brasileira da Industria
Produtora e Exportadora de Carne Suina - ABIPECS (2012) o estado de
Santa  Catarina  apresentou uma  producdo industrial de
805,5 mil toneladas destacando-se dos demais.

2.3 GORDURA DE SUINO

A utilizacdo de uma matéria-prima de baixo custo e em
abundancia ganhou atencdo devido a reducdo total dos custos de
producdo do biodiesel. Os residuos de 6leos de cozinha e gorduras
animais sdo matérias-primas atraentes porque sdo duas ou trés vezes
mais baratas do que os 6leos vegetais refinados e estdo disponiveis em
abundancia para atender a demanda de mercado para a producdo de
biodiesel (SHIN et al., 2012).

As gorduras animais que antes eram destinadas a graxaria para a
producdo de racdo tém sido destinadas a outros processos, como por
exemplo, producdo de sabdo e biodiesel. (NGO et al., 2008).

A banha de porco tem por definicdo, de acordo com o
Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal - RIISPOA (1962), decreto n°1.255:

Art. 278  Entende-se  por  banha,
genericamente, o produto obtido pela fusdo de
tecidos adiposos frescos de suinos ou de matérias-
primas outras como definido neste Regulamento.

§1° - E proibido no fabrico da banha o
emprego de 0ssos da cabega, drgdos das cavidades
toracicas e abdominal, de gorduras rangosas ou com
outros defeitos, de restos de produtos tratados por
via Umida, de amidalas, de pélpebras, de gorduras
de raspagem, de retengdo nas “piletas” ou
semelhantes, sendo  proibido também, o
aproveitamento de carcagas e partes de carcagas
condenadas pela Inspe¢do Federal. Os tecidos
adiposos devem estar razoavelmente isentos de
tecidos musculares e de sangue.
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De acordo com a Agéncia Nacional de Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis — ANP, no més de outubro de 2013 a matéria-prima
mais utilizada para a producdo do biodiesel foi o 6leo de soja, onde a
regido Centro-Oeste se destaca das demais com 79,57 %. A Figura 4
apresenta o perfil nacional das matérias-primas utilizadas para a
producdo de biodiesel e é possivel observar uma grande utilizagdo do
6leo de soja e da gordura bovina.

Figura 4: Matérias-primas utilizadas para producéo de biodiesel no Brasil.
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Fonte: ANP, 2013.

O estado de Santa Catarina se destaca no cenario brasileiro pela
producdo de carne suina o que favorece pesquisas com a matéria-prima
e seus residuos a fim de impulsionar e conhecer formas de tornar a
producdo mais rentdvel. No més de outubro de 2012, somente a regido
sul apresentou producéo de biodiesel com a gordura de suino 1,28 %, e
no mesmo periodo do ano de 2013 a regido sul apresentou uma
producdo de 2,11 %, mostrando crescimento da utilizacdo dessa matéria
prima para producdo de biodiesel (ANP, 2013).

2.4 TRANSESTERIFICACAO DE OLEOS E GORDURAS

A producéo de biodiesel ocorre através da transesterificacdo, ou
seja, quando um oleo (vegetal, animal ou residuo) reage com um alcool,
formando éster e glicerol. A reacdo de transesterificagdo pode acontecer
por via quimica (acida ou alcalina), via enzimatica (enzima — lipases) ou
supercritica (MARCHETTI; MIGUEL; ERRAZU, 2007; GUAN et al.,
2009).
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A transesterificacdo ocorre de forma estequiométrica numa
relacdo molar de trés moles de alcool para um mole de triglicerideos. O
equilibrio do processo é deslocado para a formacdo do produto
utilizando alcool em excesso ou pela remogao continua do produto. Os
alcoois, metanol e etanol, sdo mais utilizados na producdo de ésteres,
pois sdo alcoois de cadeia curta, polares, e de baixo custo (ME;
HANNA, 1999; HELWANI et al., 2009).

Atualmente, o metanol é o alcool mais utilizado na producdo do
biodiesel devido ao baixo custo e por suas propriedades fisicas e
guimicas, entretanto o metanol tem alto risco de explosdo quando esta
na forma de vapor uma vez que ele tem baixo ponto de ebuli¢do
(LEUNG; WU, LEUNG, 2010).

O etanol em comparacdo com o metanol ¢ um alcool mais caro,
mas tem como vantagens a baixa toxicidade, uma capacidade de
dissolugcdo muito superior nos o6leos vegetais e diminui a emissdo de
gases de escape (incluindo 6xidos de azoto, de CO; e a densidade da
fumaga) (STAMENKOVIC; VELICKOVIC; VELJKOVIC, 2011). Na
Figura 5 é apresentada a equagdo geral da transesterificacdo de um
triglicerideo.

Figura 5: Equacéo geral da transesterificacdo de um triglicerideo.
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Fonte: SCHUCHARDT et al., 1998.
2.4.1 Transesterificacdo enzimatica

A transesterificacdo utilizando enzimas como catalisadores surgiu a fim
de substituir e minimizar os problemas ambientais causados pelos catalisadores
quimicos.

As enzimas, mais precisamente as lipases, a fim de tornar o processo
rentavel sdo imobilizadas em suportes para obter uma melhor estabilidade no
processo e manter altos rendimentos na reutilizagdo (ARANSIOLA et al,,
2013). A Tabela 1 apresenta as vantagens e desvantagens da transesterificacao
enzimatica.



Tabela 1: Vantagens e desvantagens da transesterificacdo enzimatica.

Vantagens

Desvantagens

Baixo gasto de energia;

Reagdo ocorre na presenca
de acidos graxos livres e de
agua;

Reutilizacdo das enzimas,
quando na forma
imobilizada;

Condices brandas de
temperatura, pH e presséo;

Féacil purificacéo;
Tecnologia limpa;
Alto rendimento;

Baixa quantidade de élcool
utilizada;

N&o ha formagao de sabédo
no sistema.

Alto prego das enzimas;

Alta concentracéo de alcool
pode inativar as enzima;

Tempo de reagdo longo.

2.5 LIPASE
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As lipases (triacilglicerol hidrolases éster, EC 3.1.1.3) sdo
enzimas que tém como funcdo a ativacdo interfacial (BORSCHEUER,
2002) na qual se catalisa a quebra de gorduras e 6leos, na interface do
substrato insoluvel e da fase aquosa, resultando em acidos graxos livres,
diacilglicerois, monoacilglicerdis e glicerol. A reacdo de hidrolise de
triacilglicerdis é reversivel podendo forcar a lipase a catalisar o glicerol
e 0s &cidos graxos livres, isso ocorre quando a atividade de agua é
reduzida (LIE, MOLIN, 1991; VILLENEUVE et al., 2000).

A producdo da lipase acontece através de células de mamiferos,
de plantas e mais comumente através dos microrganismos (YAHYA,;
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ANDERSON; MOO-YOUNG, 1998), que excretam as lipases para
ajudar na digestdo de 6leos e gorduras (MACRAE, 1983).

Na producédo de lipase, o periodo de incubagdo varia geralmente
de algumas horas a varios dias dependendo do organismo e método de
producdo. As espécies de fungos sdo cultivadas em fermentacdo em
estado sdlido, e as bactérias e leveduras sdo geralmente produzidas em
fermentacdo submersa (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

As lipases sdo classificadas de acordo com a sua especificidade
em trés tipos: o primeiro € o grupo nao especifico onde a lipase quebra o
triglicerideo em qualquer posicdo formando tanto o glicerol quanto o
acido graxo, de forma aleatoria; o segundo grupo, é de lipases 1,3
especificas que catalisam a liberacdo dos acidos graxos das posicdes sn-
1 e sn-3 do triglicerideo; e o terceiro grupo de lipases catalisa a
liberacdo de um tipo especifico de acido graxo a partir de moléculas de
glicerideos (MACRAE, 1983).

A utilizacdo das lipases em processos industriais se da pelo fato
delas serem estaveis, ativas em solventes organicos, atuarem em ampla
faixa de pH, ndo requerem cofatores, possuirem elevada especificidade.
Para a aplicacdo industrial tém sido utilizadas lipases de origem flingica,
pois a maioria ndo é nociva a salde humana (SCHMIDT et al., 2004;
MESSIAS et al.,, 2011). Elas podem ser aplicadas em sintese de:
emulsionantes, tensoativos, biopolimeros, ésteres aromaticos; e
atualmente vem atraindo pesquisas na aplicagdo na producdo de
biodiesel (LAl et. al., 2012).

2.5.1 Lipase de Thermomyces lanuginosus

A lipase de Thermomyces lanuginosus, na forma comercial e
imobilizada em silica através da adsorcdo ibnica é conhecida como
Lipozyme TL IM, é uma lipase especifica na posicdo 1,3 da gordura
onde a migracdo acil deve ocorrer durante o processo de producdo de
biodiesel (WANG; WU; ZONG, 2008) (MALEKI; AROUA;
SULAIMAN, 2013)

De acordo com a ficha técnica da Novozymes (2005) a enzima é
produzida por fermentacéo submersa de Aspergillus
oryzae geneticamente modificado, onde o microrganismo doador de
gene que expressa a producdo de lipase é o Thermomyces lanuginosus.
A Lipozyme TL IM é um produto granulado, seco, marrom-claro, com
uma atividade declarada de 250 IUN/g, com tamanho de particula de
0,3-1,0 mm (ARAGAO et al., 2009).
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Thermomyces lanuginosa ou lipase TLL é a enzima responsavel
pela atividade lipolitica que tem aplicagdes industriais importantes. Em
meios aquosos a enzima € muito estavel, sendo ativa em pH 7,0-11,0,
mantendo a atividade razoavelmente bem a 55-60 °C embora o
temperatura recomendada para aplicacfes seja entre 30 e 40 °C
(FERNANDES et al., 2004).

Atualmente, a lipase de Thermomyces lanuginosus é utilizada
para obter produtos como concentrados de acidos graxos livres por
hidrolise seletiva de diferentes 6leos e gorduras, biodiesel, lipideos
estruturados, ésteres aromatizantes, formulacdo de detergentes,
resolugdo de misturas racémicas, degradacdo de polimeros e no pré-
tratamento de efluentes com elevados teores de lipideos (Fernandez-
Lafuente, R.; Mendes, et. al.; Mendes, et. al. (2010, 2011, 2012 apud
MENDES, 2013, p.245).

2.6 BIODIESEL DE GORDURA DE SUINO

De acordo com Freitas et al. (2004), foram analisadas 668
carcagas de suinos onde a média de rendimentos de carne contida na
carcaca foi de 49,49%, o rendimento de carcaca foi de 81,31 % e
rendimento de gordura e pele de 27,38 %, onde os valores foram
semelhantes aos reportados na literatura Latorre et al. (2003)
encontraram um valor maximo de rendimento de carcaca de 78,7 %, o
Centro de Assisténcia Gerencial de Santa Catarina (CEAG/SC) et al.
(1975) reportou que suinos destinados ao abate tinham um rendimento
de gordura e pele de 29,6 %. Assim, o rendimento de gordura e pele de
um suino é capaz de produzir, em média, 8,42 % de gordura (BARROS;
JARDINE, 2007).

A qualidade da gordura de suino esta relacionada com as partes
do porco a partir do qual sdo originarias. A gordura de suino é composta
por acidos graxos saturados (40-45%), tal como o &cido palmitico -
C16:0 (25%) e acido estearico - C18:0 (15%) e de acidos graxos
insaturados, principalmente acido oleico — C18:1 (40-45%), contendo
também quantidade significativa de acido linoleico — C18:2 (10-15%)
(LEONARDIS et al., 2007).

A aplicacdo de gorduras animais na producdo de biodiesel
apresenta como desvantagem aos dleos vegetais uma maior quantidade
de 4cidos graxos saturados causando problemas de entupimento de filtro
a frio (CFPP — Cold filter plugging point) (BERRIOS et al., 2009). Por
outro lado, o alto grau de saturacdo tem como vantagens um alto poder
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calorifico, significando um aumento na poténcia e um menor consumo
do biodiesel; e um alto nimero de cetanos, que geram um menor atraso
na ignicdo, e melhoram a qualidade da combustdo com isso tem-se uma
menor emissdo de gases (KUMAR et al., 2005) (BERRIOS et al., 2009).
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A Tabela 2 apresenta diferentes rendimentos obtidos na produgdo de ésteres metilicos e/ou etilicos utilizando a
mesma matéria prima, a gordura de suino.

Tabela 2: Avaliacdo do rendimento de ésteres metilicos e/ou etilicos a partir de gordura de suino com diferentes enzimas.

Substrato_ Teor de ésteres Razdo Molar Autor
Gordura Solvente Alcool Enzima (Gordura/Alcool)
Gordura de n-hexano Metanol Candida sp. 99- 87,4%, 30h, 1:3 LUetal.,
suino 125 40°C 2007
Gordura de Sistema Metanol Céndida 74%, 72h, 30°C 1:1 LEE;
suino livre de antarctica FOGLIA;
solvente (Chirazyme L-2) CHANG,

2002
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Cont. Tabela 2:

Gordura de Terc- Metanol C. antarctica 97,2%, 20h, 1:5,12 (mol/mol) HUANG;
suino butanol (Novozym 435) 50°C ZHENG;
comT. YAN, 2010
lanuginosus
(Lipozyme TL
IM)

De acordo com Lu et al. (2007) foi obtido um rendimento de 87,4 %, com a razdo molar de 1:3 (gordura de
suino: metanol) adicionados ao sistema no tempo 0, 10 e 20 horas, a fim de evitar que o metanol inibisse a enzima.
Lee, Foglia e Chang (2002) também adicionaram o metanol em trés etapas, com a razdo molar de 1:1 (gordura de
suino: metanol) nos tempos 0, 24 e 48 horas para evitar que 0 alcool inibisse a enzima, entretanto foi utilizado
somente 10 % da enzima e em um sistema isento de solvente.
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Huang; Zheng; Yan (2010) utilizaram duas lipases imobilizadas
com diferentes especificidades, Novozym 435 (ndo especifica) e
Lipozyme TL IM (1,3-especifica). A adicdo da Lipozyme TL IM foi
com intuito de reduzir custo da producdo de biodiesel ja que a
Novozym 435 representa maior dispéndio.

A utilizacdo do metanol nas reacfes de transesterificagdo
diminui a viscosidade, reduz 0s custos porque consome menos energia
guando comparado com outros alcoois, por exemplo, o etanol.
Entretanto, o uso do etanol produz o biodiesel com ponto de névoa mais
baixo e com um menor ponto de fluidez, melhorando a partida do motor
em baixas temperaturas. Além disso, a molécula de etanol por
apresentar um atomo de carbono a mais quando comparado ao metanol
é capaz de aumentar ligeiramente o poder calorifico e o nimero de
cetanos (STAMENKOVIC; VELICKOVIC; VELIKOVIC, 2011).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL
3.1.1 Substrato

Para a producdo de biodiesel foi utilizado como matéria-prima a
gordura de suino refinada comercial da marca Seara Alimentos. De
acordo com Lu et al. (2007) a gordura de suino apresenta uma massa
molar de 868,5 (g/mol).

3.1.2 Enzima

Foi utilizada a lipase comercial Lipozyme TL IM, produzida a
partir do microrganismo Thermomyces lanuginosu, imobilizada em
silica e apresentando especificidade na posi¢do 1,3 do triglicerideo. A
enzima foi gentilmente cedida pela Novozymes.

3.1.3 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes/solventes:
Hexano (Lafan, 99,5%)

Diclorometano (Vetec, 99,5%)

Alcool Etilico (Dinamica, 99,5%)

Salicilato de metila (Dindmica, 99%)

Acetona P.A. (Lafan, 99,5%)

3.2 METODOS
3.2.1 Caracterizacdo da gordura de suino
3.2.1.1 Acidez da gordura de suino

A determinagdo da acidez (A) dos 6leos foi realizada segundo
metodologia AOCS Cd 3d — 63. Primeiramente pesou-se 5g de 6leo,
inteiramente liquido, em um erlemeyer de 250 mL, ap6s o 6leo foi
dissolvido em uma solucdo neutralizada de 50 mL de etanol: éter etilico
(1:1 v/v). Foi adicionado 2 mL do indicador (solugdo de fenoftaleina 1%
em etanol 95%) e titulou-se com solucéo padronizada de KOH 0,1M. As
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andlises foram feitas em duplicata e os resultados foram expressos como
acidez em &cido oleico, calculado pela Equacéo 1:

A (%)=

MMao * V * Ckon + 100 )

Onde:

A — Acidez (% de &cido oleico);

MM o — Massa molar do acido oleico (282,4 g/mol);
V - Volume gasto na titulacdo da amostra (L);

C kon — Concentracdo de KOH da solugdo (mol/ L);
m - Massa da amostra (g).

3.2.2 Producéo enzimatica de Ester Etilico com a lipase Lipozyme
TL IM

3.2.2.1 Cinética enzimatica prévia de producao de ésteres etilicos

Os experimentos foram realizados a partir das condi¢des 6timas
do estudo de LU et al. (2007), onde os autores utilizaram a mesma
matéria-prima. O processo de etandlise foi realizado em Erlenmeyer de
50 mL, incubado no shaker (MARCONI, modelo MA 410 EFT) a 50°C
e 180 rpm (Figura 6). As condicbes experimentais realizadas foram 1g
de gordura de suino de massa molar de 868,5 g/mol, 20 % de massa de
derivado enzimatico, 10 % de agua, 1:6 molar de etanol e 8 mL de
hexano, durante os tempos de 2, 4, 6, 8, 10, 14, 16, 18 e 24 horas. A
Figura 7 apresenta o fluxograma geral da producdo de éster etilico em
escala laboratorial.
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Figura 6: Incubadora Shaker com agitacdo orbital utilizado para a producéo de
biodiesel com gordura de suino.
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Figura 7: Fluxograma de producéo de éster etilico em escala laborator
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3.2.2.2 Atividade Enzimatica

A atividade enzimatica foi determinada pelo consumo do acido
oleico e etanol com razdo molar acido: alcool de 1:1, na temperatura de
40 °C, a 160 rpm. A reacdo foi iniciada pela adicéo de 0,1g de derivado
enzimatico ao meio reacional, em frascos de vidro com tampa, mantidos
em agitador orbital por 50 minutos. Aliquotas de 150 uL foram retiradas
do meio reacional em triplicata no tempo zero e ao final da reacdo. A
cada amostra foram adicionados 20 mL de uma solucdo de acetona-
etanol (1:1) (v/v) para paralisar a reagdo e para extracdo do acido oleico
(adaptado de OLIVEIRA et al., 2006).

A quantidade de acido consumida foi determinada por titulacéo
com NaOH 0,01 mol/L. Uma unidade de atividade enzimatica foi
definida como a quantidade de enzima que consome 1 umol de &4cido
oleico por minuto, nas condi¢cdes experimentais.

A atividade enzimatica foi calculada utilizando a seguinte
equacao (Equagéo 2):

_ (Vo - V1)*Craon *V

t *m*V,

A

)
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Onde:

A — Atividade enzimatica (U/g);

Vo — Volume de NaOH gasto no tempo zero - branco;
V- Volume de NaOH gasto na amostra;

V; — Volume da final do meio reacional (5.10° L);
V. — Volume da amostra (1,5.10* L);

t— Tempo de reacdo (50 minutos);

m — Massa do derivado enzimético utilizado (0,1 g);
C naon — Concentracdo de NaOH na solucdo (mol/ L).

3.2.2.3 Recuperacao das lipases apds a reacao

Para recuperar o derivado enzimatico ao final de cada reagdo, o
biocatalisador imobilizado foi separado do meio reacional por filtracéo,
utilizando o papel de filtro. Em seguida, realizaram-se duas lavagens
com 10 mL de hexano e filtrou-se a vacuo a suspensdo obtida. Este
procedimento é uma adaptacdo do método desenvolvido por Castro e
Anderson (1995), que utiliza heptano. Apds secou-se o derivado
enzimatico em estufa a 40 °C durante quatro horas, 0 mesmo foi mantido
em dessecador por 24 horas. Ap0s este periodo, a atividade da enzima
foi determinada para verificar possiveis perdas durante a reacdo e torna-
la apta para a reutilizag&o.

A medida de atividade foi realizada no inicio e ao final das
reacdes com o derivado enzimatico recuperado (OLIVEIRA et al.,
2006a).

3.2.3 Planejamento de experimentos

Baseado em Lu et al. (2007) e com o objetivo de determinar as
condicdes experimentais que correspondam ao maximo teor em ésteres
etilicos, as seguintes varidveis foram avaliadas: temperatura,
concentracdo de derivado enzimatico, concentracdo de agua, volume do
solvente e razdo molar entre gordura suina e etanol.

Os niveis e as varidveis tiveram sua influéncia analisados através
de dois planejamentos de experimentos Plackett-Burman e fatorial
completo (23), com a triplicata do ponto central, mostrados na Tabela 3
utilizando o programa STATISTICA 7.0.
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Os experimentos foram realizados em shaker com agitacéo orbital
de 180 rpm, com tempo de reacdo de 18 horas, utilizando hexano como
solvente.

Tabela 3: Faixa de estudo das varidveis independentes da matriz do
planejamento dos experimentos para a conversdo de gordura suina por
transesterificagdo enzimética em solvente organico em shaker de agitacdo
orbital.

Variaveis Niveis

1° Planejamento de experimentos

-1 0 1
Temperatura (°C) 50 60 70
Concentracéo de derivado enziméatico (%
m/m) 5 10 15
Concentracio de Agua (% m/m) 5 10 15
Volume do Solvente (mL) 4 8 12
Razéo Molar* 1:3 1.6 1.9

2° Planejamento de experimentos

Concentracéo de derivado enziméatico (%

m/m) 15 20 25
Concentracéo de Agua (% m/m) 0 2,5 5
Razdo Molar* 1:3 1:45 1:6

*Gordura de suino/Etanol

3.2.4 Avaliacdo da cinética reacional da sintese de éster etilico

A partir da anélise dos resultados obtidos nos planejamentos de
experimentos, uma avaliacdo cinética da reacdo foi realizada variando a
concentracdo do derivado enzimatico em 10 e 15% em massa (com base
na quantidade total de substratos — gordura suina e etanol), a
temperatura em 35, 45 e 55 °C e a quantidade de agua (5 e 10 %, em
massa). As amostras foram retiradas do sistema periodicamente até 24
horas.

3.2.5 Quantificaclo de ésteres etilicos por cromatografia gasosa

Apds a coleta das amostras no modo de producdo em batelada,
realizou-se a evaporagdo do alcool etilico ndo reagido e do hexano
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utilizado para lavar a enzima, em um evaporador rotativo IKA HB 10
Basic na temperatura de 60 °C, por 20 minutos ou até a amostra
apresentar um volume constante.

Para a quantificacdo de ésteres de &cidos graxos as amostras
foram previamente preparadas, pesando-se 0,250 g das mesmas em um
baldo volumétrico de 10 mL completando o volume até o menisco do
mesmo com diclorometano. Ap6s, transferiu-se uma aliquota de 50 uL
desta solugdo para um baldo volumétrico de 1 mL e adicionou 50 uL do
padrdo interno salicilato de metila na concentracdo de 5 g/L e
completava-se 0 volume com diclorometano.

A solugdo foi entdo injetada (1 pL) em um cromatdgrafo gasoso
(CG) (Shimadzu 2010), com injetor automatico (Split) e detector de
ionizacdo de chama (FID). Utilizou-se a coluna capilar Rtx-WAX (30 m
x 0,25 mm x 0,25 mm) nas condi¢des cromatograficas descritas pela
norma EN 14103 (2003), do Comité Europeu para Padronizacdes. A
temperatura inicial da coluna foi 120 °C permanecendo por 1 minuto,
seguido pelo aquecimento de 15 °C/min até 180 °C permanecendo por
2 minutos, e novamente aquecendo 5 °C/min até 250 °C permanecendo
assim por mais 2 minutos. Ar sintético e nitrogénio eram utilizados
como gas de arraste e a temperatura do injetor e detector eram 250 °C e
a taxa de split de 1:50. Possibilitando a determinagdo do teor de ésteres
etilicos da reagdo, cujos calculos estdo descritos abaixo.

O célculo do teor de ésteres etilicos da amostra era obtido através
da equag&o abaixo, com base na EN 14103 (2003):

Tg = (w * @) * 100 (3)

Ap1 Ca

Onde:

Te — Teor de ésteres etilicos na amostra (% m/m);

YA - Somatorio das areas correspondentes aos picos dos ésteres (C14 a
C24) e do padrao interno (C8:0);

Ap, - Area do padrdo interno (C8:0 — Salicilato de metila);

Cp - Concentragdo do Padrdo Interno (Salicilato de metila) na amostra
injetada (mg/L);

C,- Concentracdo da amostra diluida em diclorometano (mg/L);
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3.2.6 Analise estatistica

A analise estatistica relacionada com os efeitos estimados de cada
varidvel e otimizacdo dos processos foi realizada através do erro padrédo
relativo entre os dados experimentais. Todas as analises foram
realizadas utilizando o software Statistica versdo 7.0 (Statsoft Inc,
USA).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos durante
a realizacdo deste trabalho. Serdo discutidos os resultados sobre os
efeitos das varidveis do processo, temperatura, concentracao de enzima,
concentracdo de agua, volume de solvente e razdo molar, utilizando a
otimizacdo da conversdo do processo com a técnica de planejamento
experimental. Cabe salientar que até o presente momento ndo foram
encontrados na literatura trabalhos relacionados a producdo enzimatica
de ésteres produzidos com etanol e utilizando a gordura suina como
substrato.

4.1 ACIDEZ DA GORDURA SUINA

A acidez da gordura de suino foi determinada a fim de analisar o
estado de conservacdo da gordura suina utilizada como matéria-prima.
Esta é definida como a quantidade de hidréxido de potassio necessario
para neutralizar um grama da amostra que é representada em
porcentagem equivalente ao &cido oleico, para uso geral em Oleos e
gorduras. A acidez encontrada para a gordura suina utilizada neste
trabalho foi de 0,27 % (g acido oleico/100 g).

Conforme o resultado obtido a amostra de gordura suina refinada
comercial da marca Seara Alimentos encontra-se apta ao uso aplicado
em biocombustiveis, garantindo assim, a qualidade aos ésteres etilicos
produzidos a partir dessa matéria-prima.

De acordo com Ramos et al. (2003) a alta acidez pode degradar
componentes do motor uma vez que a caracteristica da matéria-prima
utilizada é transferidas para o biocombustivel tornando-o inadequado
para uso direto em motores a diesel. Embora ndo exista uma legislacéo
gue exija um padrdo de identidade e de qualidade de gorduras animais,
podemos considerar a legislacdo brasileira para 6leos, gorduras e creme
vegetal, a Resolugdo RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, que tem
como exigéncia para 6leos e gorduras vegetais refinados um teor de
acidez menor que 0,3 % acido oleico/100g; uma vez que buscamos a
substituicdo dos d&leos vegetais por uma matéria prima com
caracteristicas similares.
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4.2 CINETICA DA PRODUCAO DE ESTERES ETILICOS PARA
DETERMINACAO DO TEMPO REACIONAL

Foi realizado um estudo preliminar para se determinar o tempo
para execucdo dos experimentos, a fim de obter um alto teor de éster
etilico. Para tanto, foi realizada uma cinética utilizando como base o
estudo de Luetal. (2007), pois os autores utilizaram matéria-prima
semelhante. Os experimentos foram realizados em Erlenmayer de 50 mL
com tampa de silicone, contendo 1 g de gordura suina, 10 % (m/m) de
agua, razdo molar de 1:6 gordura suina: etanol, 20 % (m/m) derivado
enzimatico (Lipozyme TL IM) e 8 mL de hexano. A cinética foi
realizada em batelada, com amostragem destrutiva, em shaker com
agitacdo orbital a 180 rpm e temperatura de 50 °C. Os resultados da
cinética da transesterificagdo enziméatica de gordura suina estéo
apresentados na Figura 8.

Figura 8: Conversdo de triglicerideos em ésteres etilicos obtidos na
transesterificacdo enzimatica de gordura suina, 10 % (m/m) de &gua, razdo
molar gordura suina e etanol de 1:6, 20 % (m/m) de derivado enzimatico
(Lipozyme TL IM) e 8 mL de hexano, na temperatura de 50°C e agitacdo de
180 rpm.
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De acordo com a Figura 8, no tempo de 2 horas foi observada
uma conversao de 41,04 % e ap6s 8 horas houve um aumento de 25,61
%. Os resultados, ainda mostraram altas conversdes em ésteres etilicos
de 83,37 % em 18 horas e 86,46 % em 24 horas de reacdo. A partir
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destes resultados, para as proximas etapas do trabalho, o tempo de
reacdo foi fixado em 18 horas, uma vez que em 18 e 24 horas de reagdo
tiveram altos teores de ésteres etilicos e uma pequena diferenca entre si
(3,09 %).

Em estudo da producgdo de ésteres metilicos, utilizando a lipase
imobilizada de Candida sp. 99-125, Lu et al. (2007) obtiveram na
primeira hora 15,80 % de ésteres metilicos, apés 10 horas 29,07 % e
87,40 % apds 30 horas de reacdo, nas condi¢bes experimentais 6timas e
com agitagdo de 180 rpm no shaker. Lee, Foglia e Chang (2002)
estudaram o teor de ésteres metilicos com a adicdo fracionada do
metanol, 1 mol a cada 24 horas (razdo molar 1:3 - gordura
suina/metanol), nas primeiras 24 horas obtiveram uma conversao de 24
%, com 48 horas 56 % e ao final de 72 horas obtiveram uma converséo
de 74 %, utilizando como biocatalisador a lipase imobilizada de
Candida antarctica (Chirazyme L-2).

4.3 PRODUQAQ DE ESTERES ETILICOS A PARTIR DE
GORDURA SUINA

A partir dos estudos preliminares foi realizado um planejamento
de experimentos utilizando o modelo proposto por Placket-Burman, com
12 ensaios, com triplicata do ponto central. Para avaliar o efeito das
variaveis: temperatura, concentracdo de enzima, concentracdo de agua,
volume do solvente e da raz8o molar na producdo enzimética de éster
etilico, tendo como catalisador a enzima Lipozyme TL IM, o tempo de
reacdo (18 h) e a agitacdo (180 rpm) foram mantidos constantes em
todos 0s ensaios. A Tabela 4 apresenta a matriz do planejamento de
experimentos com valores reais e codificados e as respostas em termos
de teor de ésteres etilicos, em 18 horas.
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Tabela 4: Matriz do planejamento de experimentos Placket-Burman (valores reais e codificados) com as respostas em termos
de conversdo de ésteres etilicos.

Temperatura Concentragdo de Concentracédo de Volume de Razéo Teor de
Ensaio o derivado enzimatico g ésteres etilicos
(°C) agua (% m/m) Solvente (mL)  Molar*
(% m/m) (%)

1 1 (65) -1(5) 1(15) -1(4) -1(1:3) 36,60
2 1 (65) 1(15) -1(5) 1(12) -1(1:3) 16,74
3 -1 (45) 1(15) 1(15) -1(4) 1(1:9) 0
4 1 (65) -1(5) 1(15) 1(12) -1(1:3) 3,06
5 1 (65) 1(15) -1(5) 1(12) 1(1:9) 47,79
6 1 (65) 1(15) 1(15) -1(4) 1(1:9) 3,90
7 -1 (45) 1 (15) 1 (15) 1(12) -1(1:3) 31,33
8 -1 (45) -1 (5) 1 (15) 1(12) 1(1:9) 14,72
9 -1 (45) -1 (5) -1 (5) 1(12) 1(1:9) 7,06
10 1 (65) -1(5) -1(5) -1(4) 1(1:9) 0
11 -1 (45) 1 (15) -1 (5) -1(4) -1(1:3) 42,08
12 -1 (45) -1 (5) -1(5) -1 (4) -1(1:3) 29,11
13 0 (55) 0 (10) 0 (10) 0(8) 0(1:6) 38,21
14 0 (55) 0 (10) 0 (10) 0(8) 0(1:6) 36,11
15 0 (55) 0 (10) 0 (10) 0 (8) 0(1:6) 34,05

*Gordura suina:Etanol
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Na Tabela 4, pode-se verificar que os teores etilicos mais elevados
foram obtidas nos ensaios 5 (47,79%) e 11 (42,08), correspondendo a
méxima concentragdo de derivado enziméatico (15 %) e a minima
concentracdo de agua (5 %). Os resultados da Tabela 4 foram tratados
estatisticamente e a Figura 9 demonstra os efeitos das variaveis sobre a
conversdo de ésteres.

Figura 9: Diagrama de Pareto para a producdo enzimatica de ésteres étilicos
utilizando a lipase Lipozyme TL IM e gordura suina, em diferentes concentragdes
de 4gua (5 %, 10 % e 15 % m/m) concentragdo de derivado enzimatico (5 %, 10 %
e 15 % m/m), razdo molar de 1:3, 1:6 e 1:9 de gordura suina: etanol, com a
temperatura de (45 °C, 55 °C e 65 °C) e (4 mL, 8 mL e 12 mL) de solvente e em
agitacdo de 180 rpm.

(5)Razéo molar G:E -11,959

(3) Concentragao de Agua : -7,47907

(2)Concentracéo de derivado enzimético " 7,218155
(1)Temperatura -2,3496%1
(4)Volume do Solvente :] 1,150519
p=:05

Valor estimado (Valor absoluto)

De acordo com a Figura 9 pode-se verificar no diagrama de Pareto,
que a razdo molar entre a gordura suina e o etanol e a concentragdo de agua
apresentaram efeitos significativos negativos. Enquanto que a concentracdo
de derivado enzimatico apresentou efeito significativo positivo. Por outro
lado, a temperatura e volume de solvente ndo apresentaram efeitos
significativos no teor de ésteres etilicos para o tempo de 18 horas.
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A razdo molar na reacdo é uma variavel importante e critica, porque
a relacdo de &lcool para dleo na transesterificacdo enzimatica tem sido
utilizada em excesso para forcar o equilibrio da mesma para a formacéao do
produto, uma vez que a reagdo é reversivel. Porém o mesmo alcool
utilizado para deslocar o equilibrio da reacdo pode diminuir ou até mesmo
inibir a atividade da enzima (LI et al., 2012). O metanol, alcool comumente
usado, consegue reter as moléculas de agua contidas na superficie da
enzima, assim, afeta a conformacédo nativa e diminuir a atividade; o etanol é
menos hidrofilico que o metanol, ou seja, tem um menor efeito de inibicdo
da atividade da lipase (NASARUDDIN; ALAM; JAMI, 2014)

De acordo com Jiang et al. (2014) a razdo molar do alcool para 6leo
é um dos parametros mais importantes na producdo do biodiesel, sendo
necessario para se obter altas conversdes ndo s6 a razdo molar como a
combinacdo da propriedade do 6leo e o tipo da lipase.

Li et al. (2012) estudaram a imobilizagdo da lipase Rhizopus
oryzae (ROL) em resina macroporosas e resina de troca anibnica, e
aplicaram na producdo de biodiesel. Diferentes razGes molares foram
testadas, 1:3 — 1:6, para o 6leo de semente de Pistacia chinensis BGE e
metanol, e concluiram que se obteve um maior rendimento na razdo molar
de 1:5 nos dois tipos de suporte.

Matassoli et al. (2009) estudaram diferentes razbes molares de 6leo
de palma/ etanol, utilizando a lipase imobilizada comercial
Lipozyme TL IM, as reagdes foram conduzidas a 40°C durante 4 horas.
Onde no valor minimo (1:3) houve um rendimento 15,3 % de ésteres
etilicos, e nos valores de 1:6 e 1:9 o rendimento diminuiu 10,6 % e 4,7 %,
respectivamente.

A quantidade de &gua na reacdo influéncia o equilibrio entre a
enzima e o substrato, bem como na area interfacial da fase polar e néo
polar. Mas uma alta quantidade de agua pode influenciar negativamente,
pois elas podem causar flexibilidade das enzimas atuando na estrutura
secundaria e tercidria (WHITELEY; LEE, 2014).

Para Garlapati et al. (2013) a producdo de ésteres metilicos nao foi
influenciado pela adicdo de agua até 20 % (v/v), o rendimento final foi de
91,5 % obtida depois de um tempo de reacdo de 36 h a 34 °C, na presenga
da lipase imobilizada Rhizopus oryzae 3562.

De acordo com Calero et al. (2014) nos seus estudos pbde-se
comprovar que a quantidade de agua adicionada a reagcdo promoveu a
reducdo na conversdo de ésteres etilicos. Foram testadas diversas
concentracBes da quantidade da lipase Lipozyme RM IM, variando de 0,1 a
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1 % (m/m) em relacdo a massa Oleo de girassol, sendo realizados na
condi¢des 6timas (agitador magnético 300 rpm , 40 °C, razéo molar 12:3,5
mL (v/v) 6leo de girassol: etanol), obtendo méaxima conversdo com 0,5 %
(m/m) da lipase em relacdo a massa do 6leo de girassol. Assim, obtém-se
um aumento linear nos valores de conversdo da reagcdo com o aumento da
guantidade Lipozyme RM IM até o valor maximo de 0,5 % (m/m), acima
deste valor ha um decréscimo lento na conversdo. Esta diminuicdo pode ser
causada pela aglomeracdo dos polimeros em que as lipases sdo
imobilizadas, diminuindo assim a darea de transferéncia de massa
diminuindo a converséo.

Lu et al., 2007 estudaram o efeito de diferentes concentracfes de
lipase imobilizada de Candida sp. 99-125 na metandlise. Os resultados
mostraram que o teor de ésteres metilicos aumentou rapidamente quando a
guantidade de lipase adicionada a reacao foi de 20 % (m/m). Ao adicionar
uma concentracdo de derivado enzimatico de 30 % (m/m) a producdo de
éster manteve-se quase que constante, ou seja, ndo havia evidéncia que
acima de 20 % influenciaria no rendimento uma vez que o sitio ativo da
lipase ja estava saturado em relagdo a quantidade de substrato.

4.4 PLANEJAMENTO FATORIAL COMPLETO 23

Apo6s a determinacdo das variaveis significativas realizou-se um
planejamento de experimentos — fatorial completo 23, com triplicata do
ponto central, totalizando 11 experimentos, a fim de otimizar e verificar a
influéncia das varidveis razdo molar, concentracdo de &gua e concentracéo
de derivado enzimatico.
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Tabela 5: Matriz do segundo planejamento de experimentos — fatorial completo 23, para otimizacdo da producédo enzimatica
de ésteres etilico (valores reais e codificados) com as respostas em termos de conversdo de éster etilico.

. . . Teor de . EPR(%)*
. Razéo Concentragdo de  Concentracéo de . Converséo Youo — Y
Ensaio - < - ésteres . EXP mod el
molar Agua (% m/m) Enzima (% mm) . Predita (%) ————— | .100
etilicos (%) Yerp
1 -1 (1:3) -1 (0) -1 (15) 36,2 32,36 10,60
2 1(1:6) -1 (0) -1 (15) 69,57 74,24 -6,71
3 -1(1:3) 1(5) -1 (15) 36,43 41,12 -12,87
4 1(1:6) 1(5) -1 (15) 82,35 78,48 4,69
5 -1 (1:3) -1 (0) 1(25) 36,59 41,28 -12,81
6 1(1:6) -1 (0) 1(25) 70,12 66,24 5,53
7 -1 (1:3) 1(5) 1(25) 34,97 31,12 11,01
8 1 (1:6) 1(5) 1(25) 46,86 51,56 -10,02
9 0(1:4,5) 0(2,5) 0 (20) 56,72 52,05 0,11
10 0(1:4,5) 0(2,55) 0 (20) 52,11 52,05 0,11
11 0(1:4,5) 0(2,5) 0 (20) 50,72 52,05 -2,62

* Gordura Suina:Etanol. 1EPR = Desvio padrdo relativo.
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Os resultados obtidos no segundo planejamento de experimentos
também foram analisados estatisticamente e permitiram a construcdo de um
modelo empirico codificado para a converséo de ésteres etilicos em funcéao
da razdo molar dos substratos, concentracdo de agua e concentracdo de
enzima. O modelo empirico resultante foi validado pela anélise de variancia
(ANOVA), apresentado na Tabela 6. O valor de coeficiente de correlagdo
(R) e o F-teste calculado e tabelado para a regressao mostrou que o modelo
(Equacéo 1) foi capaz de representar bem os dados experimentais de
conversdo de ésteres etilicos no intervalo dos fatores investigados e
permitiu a construcdo da superficie de resposta apresentadas na Figura 11.
Isso implica em uma representacdo satisfatdria do processo pelo modelo
empirico, conforme ilustrado pela conversdo predita (coluna 6 da Tabela 5)
e 0 erro padrdo (EPR) (coluna 7 da Tabela 5).

A Figura 10 mostra o diagrama de pareto para a producéo enzimatica
de ésteres étilicos utilizando a lipase Lipozyme TL IM e gordura
suina,podendo observar que somente a razdo molar obteve um efeito
signiticativo positivo.

Figura 10: Diagrama de Pareto para a producdo enzimatica de ésteres étilicos
utilizando a lipase Lipozyme TL IM e gordura suina, em diferentes
concentragdes de agua (0 %, 2,5 % e 5 % m/m) concentracdo de derivado
enzimatico (15 %, 20 % e 25 % m/m), razdo molar de 1:3, 1:4,5 e 1:6 de
gordura suina: etanol, com a temperatura de 45 °C e 4 mL de solvente e em
agitacdo de 180 rpm

(1)Razédo molar (G:E) é 6,74217
2X3 -2,0{1844
(3)Concentragéo de derivado enzimatico -1 ,94168
1X3 -1 ,831?11
(2)Concentragdo de agua -,641725 i
1X2 491431
p=105

Efeito estimado (Valor Absoluto)
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Tabela 6: ANOVA para validagdo do modelo matematico que descreve a producédo
de ésteres etilicos.

Fonte de Soma dos Grau de Média =
Variagio Quadrados Liberdade Quadrética ' calculado  Prvalor
Regressio 2456,95 6 40949 957 0’202
Residuo 171,07 4 42,76
Total 2628,02
R = 0,93 Ftabelado 0,95; 6;4 = 6;16
Tg=52,05+1558 *RM 4)

Onde:

Te - Teor de ésteres etilicos (%)
RM - Razdo molar entre a gordura suina e o etanol

De acordo com a Equacédo 4, pode-se observar que a variavel razao
molar apresentou um efeito positivo significativo (p<0,05). A concentracéo
de agua, concentracdo de enzima e as interagdes entre estas varidveis
apresentaram um efeito negativo sobre a conversdo de ésteres etilicos. Os
maiores valores de excesso de etanol parecem promover um melhor sistema
de reagdo. Como exemplo, no ensaio 4 (Tabela5) converséo de 82,35 % foi
obtido em 18 horas de reacdo (razdo molar de gordura suina e etanol de
1:6).

Liu et al. (2012) obtiveram um teor de ésteres metilicos de 70 % em
12 horas de reacdo nas condicdes Otimas de estudo, em temperatura
ambiente, agitacdo de 200 rpm, 300 U/mL da lipase imobilizada-HMP, 10
% m/m de concentracdo de agua e a razdo molar de 4:1 de metanol e 6leo
(azeite).

Charpe e Rathod (2011) estudaram a producéo de ésteres metilicos a
partir do Oleo de fritura do Oleo de girassol utilizando a enzima de
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Pseudomonas fluorescens, que dentre as enzimas estudadas proporcionou a
maior conversdo. Os autores obtiveram nas condi¢des 6timas uma
temperatura de 45 ° C, com uma concentracdo de enzima de 5 % e uma
razdo molar de 3:1 de metanol: 6leo, a fim de evitar um efeito inibitdrio, a
adicdo de metanol, foi realizada em trés etapas. E apds 24 horas o teor de
ésteres etilicos encontrado foi de 63,84%.

O modelo codificado representado pela Equacdo 1, validado pela
analise de variancia, foi usado para gerar a superficie de resposta para a
producdo enzimatica de ésteres etilicos a partir da gordura suina em fungéo
razdo molar e da concentracdo de derivado enzimatico, a qual esta
apresentada na Figura 11.

Figura 11: Superficie de resposta para a producdo enzimatica de ésteres etilicos a
partir da gordura suina em fungdo da razdo molar e concentracdo de derivado
enzimaético.

Concentragao de suporte enzimatico
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‘ Il 60
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Razéo molar (G:E)

A partir da Figura 11 pode-se observar que um aumento na variavel
razdo molar pode conduzir a um aumento no teor de ésteres etilicos,
observando que 82,35 % foi obtido no experimento com maior razdo molar
(1:6) e concentracdo de agua (5%) e menor concentracdo de enzima (15%).
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45 CINETICA DA PRODUCAO ENZIMATICADE ESTER ETILICO A
PARTIR DA GORDURA SUINA

Visando avaliar o efeito da temperatura, concentracdo de agua e
concentracdo de derivado enzimatico foi investigada sua influéncia sobre a
producdo enzimatica de éster etilico para aperfeicoar o comportamento da
melhor condicéo identificada no planejamento fatorial completo 23.

4.5.1 Efeito da temperatura

Para avaliar o efeito da temperatura sobre o teor de ésteres etilicos
foram utilizadas temperaturas (35 °C, 45 °C e 55 °C) para avaliar a melhor
condicdo identificada no planejamento fatorial completo 23 bem como
demonstrar que menor temperatura (35 °C) pode ndo obter alto teor de
ésteres etilicos, uma vez que a temperatura esta relacionada com a atividade
da enzima.

Na cinética foram mantidos fixos: a concentracdo de enzima de
15 % (m/m) de substratos, a concentracdo de agua de 5% (m/m) de
substrato, razdo molar de 1:6 de gordura suina: etanol, 4 mL de solvente e
agitacdo de 180 rpm, tornando possivel a construcdo de curvas
experimentais de conversdo versus o tempo de reacdo. A Figura 12
apresenta a cinética de transesterificacdo da gordura suina com etanol e com
a Lipozyme TL IM em diferentes temperaturas (35 °C, 45 °C e 55 °C).
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Figura 12: Cinética de transesterificacdo da gordura suina com etanol e com a
Lipozyme TL IM em diferentes temperaturas (35 °C, 45 °C e 55 °C). Mantendo
fixos os parametros: concentracdo de enzima (15 % m/m), concentracdo de agua
(5% m/m), razdo molar de 1:6 de gordura suina: etanol, 4 mL de solvente e em
rotagéo de 180 rpm.
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De acordo com a Figura 12 é possivel notar que na temperatura de
35 °C as conversdes foram menores do que nas temperaturas de 45 °C e
55 °C, alcangando a maior conversdo no tempo de 24 horas com 68,44 %.
Nas temperaturas de 45 °C e 55 °C nos pontos de 0,5; 2; 10; 18 e 24 h
apresentaram pequenas variagles entre si, de no maximo 3 %; tendo em
24 horas alcancado uma conversdo de 92,84 % (45 °C) e 95,80 % (55 °C)
mostrando que os resultados estdo de acordo com os valores obtidos no
planejamento de experimentos.

O que permite determinar a temperatura de 45 °C como sendo a
temperatura Gtima para todo o processo, uma vez que a temperatura de
55 °C obteve resultados semelhantes, porém uma temperatura mais elevada
indica maior custo do processo.

Dizge e Keskinler (2008) investigaram o efeito da temperatura sobre
a atividade catalitica da lipase imobilizada Thermomyces lanuginosus na
producdo de éster metilico de 6leo de canola utilizando como élcool, o
metanol. Foi estudado o efeito da temperatura no intervalo de 30°C a 70°C.
Nas temperaturas acima de 50°C, a enzima perdeu de forma drastica sua
atividade, sendo observada uma diminuicdo na producédo de éster metilico.
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A temperatura de 40 °C foi considerada como a temperatura 6tima para a
producdo de biodiesel apresentando uma conversdao de 85,8 % em ésteres
metilicos.

Li; Zong e Wu (2009) avaliaram o efeito da temperatura na reacéo
sobre a producdo de ésteres metilicos a partir do 6leo usado, pois a
temperatura tem um efeito significativo sobre a atividade e estabilidade do
biocatalizador e também sobre o equilibrio termodindmico da reacéo, assim,
foi investigada a faixa de temperatura de 25°C a 55°C, em 24 horas. Para
aumentar o rendimento de todas as reac0es foi realizada a remocao da agua
do 6leo. A temperatura considerada 6tima da reacdo foi de 35 °C, sob
condi¢Bes otimizadas, com um rendimento de 80,1 %. O aumento da
temperatura acima de 35 °C causou uma queda no rendimento de ésteres
metilicos, essa queda pbde ser explicada pela inativacdo da lipase em
temperaturas elevadas.

Nie, et al. (2006) estudaram o efeito da temperatura da reacéo, 27°C
a 50°C, na transesterificacdo enzimatica com a lipase Candida sp. 99-125 a
partir de dleo de soja. E verificou-se que as temperaturas mais altas podem
diminuir o tempo de conversdo, mas que ao mesmo tempo podem conduzir
a uma desnaturacdo da enzima. O melhor rendimento foi observado a 40°C
tanto no tempo de rea¢do de 30 horas quanto no tempo de reagdo de 60
horas, para as temperaturas mais baixas, 0s melhores resultados podem ser
obtidos se o tempo de reacdo é aumentado para 60 horas. Nas temperaturas
de reacdo superiores a 40°C foi observada uma diminuicdo do teor de
ésteres.

Noureddini; Gao e Philkana (2005) pesquisaram sobre o efeito da
temperatura sobre a atividade catalitica da lipase PS (Pseudomonas
cepacia) imobilizada na transesterificacdo do 6leo de soja com metanol e
etanol. As reacdes foram realizadas na condicdo otimizada. As temperaturas
variaram de 25 °C a 60 °C. A temperatura 6tima nos dois processos foi de
35 °C. A transesterificacdo com metanol formou 65 % de ésteres metilicos;
a transesterificacdo utilizando etanol obteve uma conversdo de 62 %, em
uma hora de reacdo. A medida que a temperatura da reacio foi aumentada,
foi observado um decréscimo na producéo de ésteres metilicos e etilicos.

4.5.2 Efeito da concentragéo de agua
Para avaliar o efeito da concentracdo de agua sobre o teor de ésteres

etilicos, foram mantidos fixos: a temperatura em 45 °C, a concentragdo de
derivado enzimatico de 15 % (m/m), a razdo molar de 1:6 de gordura
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suina:etanol, 4 mL de solvente e agitacdo de 180 rpm, tornando possivel a
construcdo de curvas experimentais do teor de ésteres etilicos versus o
tempo de reacdo da gordura suina com etanol e com a Lipozyme TL IM em
diferentes concentracdes de dgua (5% e 10%).

Figura 13: Cinética de transesterificagdo da gordura suina com etanol e com a
Lipozyme TL IM em diferentes concentragdes de agua (5% e 10%). Mantendo
fixos os valores de: temperatura (45°C), concentracdo de enzima (15 % m/m), razdo
molar de 1:6 de gordura suina: etanol, 4 ML de solvente e em agitacéo de 180 rpm.
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De acordo com a Figura 13 observa-se que apés 30 minutos de
reacdo a concentracdo de agua de 5 e 10 % obteve-se conversdes de
triglicerideos em ésteres etilicos de 8,11 e 12,96 %, respectivamente.

Ainda na Figura 13 é possivel observar que a menor concentracéo de
agua (5 %) apresentou uma maior conversdo a partir de uma hora de reaco
guando comparado com a concentracdo de dgua de 10 %. Visto que em
18 horas a concentracdo de agua de 5 % apresentou uma conversao de
88,35 % e em 24 horas uma conversao de 92,84 %. Com a concentragéo de
agua de 10 %, em 18 horas e em 24 h foram convertidos 56,57 e 87,55 % de
triglicerideos em ésteres etilicos. Podendo-se concluir que uma menor
concentracdo de agua na transesterificagdo aumenta a conversdo em ésteres
etilicos.

Nie et al., (2006) estudaram o efeito da concentracdo de agua na
metandlise no 6leo de soja, utilizando a enzima imobilizada Candida sp.
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99-125, aonde o teor de agua variou de 0% a 40% (m/m) de 6leo de salada.
A producdo de éster metilico aumentou com o aumento da concentragéo de
agua até essa atingir um aumento entre 10 % e 15 %, acima dessa
concentracdo houve uma diminuicdo na conversdo. Observou-se que
guando foram adicionados 10 % de agua na reacdo, a transesterificacdo do
6leo foi mais rapida do que comparado com a concentracdo de O % de
agua. Isto significa que a hidrdlise foi favorecida neste tipo de reacéo pois
ao final da hidrolise o &cido graxo livre se transformou em ésteres
metilicos.

Noureddini; Gao e Philkana (2005) estudaram o efeito da
concentracdo de agua de 0,5 a 20 %, as reacdes foram realizadas de acordo
com a condigdo otimizada da reacdo. Os resultados indicam que a atividade
da enzima é baixa em pequenas concentracdes de agua, pois é necessaria
uma quantidade minima de dgua para ativar a enzima, uma vez que ativacdo
da enzima envolve a reestruturacdo do sitio ativo através de mudangas
conformacionais da molécula de lipase, sendo necessaria a presenca da
interface 4gua-6leo. Com o aumento da adi¢do de 4gua, houve um aumento
consideravel na producdo de ésteres que mostra 0 aumento na atividade da
enzima com o aumento da area da interface agua - 6leo, sendo considerada
como concentracdo 6tima, 5 % de agua.

4.5.3 Efeito da concentracdo de derivado enzimatico

Para avaliar o efeito da concentragdo de enzima sobre a conversdo
de ésteres etilicos, foram mantidos fixos: temperatura em 45 °C, a
concentracdo de agua de 5 % (m/m), razdo molar de 1:6 de gordura suina:
etanol, 4 mL de solvente e agitacdo de 180 rpm, tornando possivel a
construgdo de curvas experimentais de conversdo versus o tempo de reacao.
A Figura 14 apresenta a cinética de transesterificacdo da gordura suina com
etanol e com a Lipozyme TL IM em diferentes concentragdes de enzima
(10 % e 15 %).
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Figura 14: Cinética de transesterificacdo da gordura suina com etanol e com a
Lipozyme TL IM em diferentes concentracfes de enzima (10 % e 15 %). Mantendo
fixos os parametros: temperatura em 45 °C, a concentracdo de &gua de 5 % (m/m),
razdo molar de 1:6 de gordura suina: etanol, 4 mL de solvente e agitacdo de 180
rpm.
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De acordo com a Figura 14 observa-se que na concentracdo de
enzima de 10 % a conversao inicial foi de 4,51 % no tempo de 30 minutos e
a maior conversao aconteceu no tempo de 24 horas com 25,96 % de ésteres
etilicos.

Através da Figura 14 é possivel observar que a concentragdo de
enzima de 15 % apresentou maiores conversfes em todos os tempos da
cinética em comparagdo a concentragdo de enzima de 10 %, podendo
destacar partir de uma hora de rea¢do obtendo uma conversao de 25,51 %.
Em 2 horas apresentou uma alta conversao, 69,04 %, e em mais oito horas
de reacdo, no tempo de 10 horas, houve uma pequena diferenca em relagéo
ao tempo de 2 horas, apresentando uma conversao de 74,26 % em ésteres
etilicos. Importante destacar os tempos de 18 horas e 24 horas que
apresentaram conversdes satisfatorias, 88,35 % e 92,84 % de ésteres



66

etilicos, respectivamente, podendo-se concluir que a concentracdo de
enzima otima é 15 % (m/m) conversdo em ésteres etilicos, ou seja, o efeito
de concentragcdo de enzima é positivo, aonde essa maior capacidade de
concentracdo de enzima gera um o numero de sitios ativos acessivel ao
substrato aumentando o rendimento.

Lu et al. (2007) investigaram o efeito de diferentes concentracdes de
lipase imobilizada Candida sp. 99-125 na metandlise, a conversao
aumentou rapidamente quando a quantidade de lipase foi aumentada para
20 % (m/m); acima da concentracdo de 20 % houve um pequeno aumento
na producao, entretanto levou-se um maior tempo. Uma maior guantidade
de lipases ativas no meio reacional e uma maior &rea de contato entre a
lipase e o0s substratos, ocasionam maiores conversfes de ésteres
etilicos. Quando se utilizou uma quantidade de lipase superior a
20 % (m/m) na gordura suina, ndo foi observado a influéncia desse aumento
na converséo.
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5 CONCLUSAO

Dessa forma conclui-se que no estudo cinético preliminar, no tempo
de 18 horas, obteve-se um teor de ésteres etilicos de 83,37 %, proximo ao
valor obtido em 24 horas, 0 que torna vidvel realizar os experimentos em 18
horas.

Tem-se como conclusdo para o primeiro planejamento, Plancket-
Burman, que a temperatura e volume do solvente ndo foram significativos,
sendo considerados, a menor temperatura 45°C e o menor volume de
solvente 4 mL, no tempo de 18 horas. Os parametros significativos
demonstraram que a razdo molar de 1:3, concentracdo de agua de 5 % e
15% de enzima obtiveram as maiores conversoes.

Para o segundo planejamento tem-se que a melhor condicdo para
sintese de ésteres etilicos (82,35%) foi relativa a uma razdo molar de
gordura suina e etanol de 1:6, 5% (m/m) de agua e 15% (m/m) da enzima
imobilizada Lipozyme TL IM, 4 mL de hexano, 45°C, 180 rpm em 18 horas
de reacéo.

Os efeitos da temperatura, concentracdo de agua e concentracdo de
derivado enzimatico, realizados ap6s os planejamentos confirmaram as
melhores condigcdes encontradas nos mesmos bem como os efeitos que
eram ou ndo significativos dentro da faixa estudada.

A utilizacdo da enzima Lipozyme TL IM neste estudo indica uma
economia No processo pois se trata de uma enzima de baixo custo, além de
ser imobilizada esta pode ser reutilizada em mais de um processo. Outra
vantagem econdmica do estudo foi o tempo de processo relativamente
baixo.

A producdo enzimética de ésteres etilicos a partir da gordura suina se
mostrou um processo sustentavel e com grande potencial para ser aplicado
nas industrias de biodiesel, sendo esta uma boa opgdo para a valorizagao
dessa matéria prima da industria suina.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, a fim de dar
continuidade e complementar os estudos, as seguintes sugestdes para
trabalhos futuros podem ser delineadas:

- Reuso do derivado enzimatico.

- Avaliar a producdo enzimatica de ésteres etilicos em modo batelada
alimentada e continuo.

- Avaliar a utilizacéo de outras lipases para a producéo de ésteres etilicos.

- Realizar as reacBes em outros meios ndo convencionais, por exemplo,
banho de ultrassom e em sistema supercritico.

- Utilizar como matéria-prima o residuo da gordura suina.
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8 APENDICE A - CROMATOGRAMA

Neste apéndice é apresentado, para exemplificagdo, um
cromatograma obtido no decorrer do estudo. A Figura 15 corresponde ao
cromatograma da cinética da transesterificacdo da gordura suina com etanol
e com a Lipozyme TL IM no tempo 18 horas no planejamento fatorial
completo 23.

Figura 15: Cromatograma da cinética da transesterificacdo da gordura suina com
etanol e com a Lipozyme TL IM no tempo 18 horas no planejamento fatorial
completo 23, nas condigBes de 45 °C,: 15 % m/m de concentracdo de derivado
enzimético, 5 % m/m concentragdo de &gua, razdo molar de 1:6 de gordura suina:
etanol, 4 mL de solvente e em rotacdo de 180 rpm.
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