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RESUMO

A energia consumida no mundo é obtida principalmente de
combustiveis fdsseis: petrdleo, géas natural e carvdo mineral. Estas fontes
sdo grandes poluidoras do meio-ambiente além de causarem danos a
salide humana e serem ndo renovaveis, ocorrendo riscos de escassez. Os
biocombustiveis surgem como uma alternativa para a producdo de
energia limpa e renovavel. Neste trabalho estudou-se a producéo de
biodiesel enzimatico a partir de 6leo de polpa de macauba bruto,
utilizando a enzima livre Novozymes® NS-40116, como catalisador.
Dois planejamentos experimentais foram realizados na forma de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) e, ap6s a
determinacdo de quais varidveis influenciam significativamente na
producdo dos ésteres metilicos, duas cinéticas foram realizadas para
avaliar o andamento da reacdo. As varidveis analisadas inicialmente
foram temperatura (35 a 55 °C), razdo molar 6leo:alcool (1:3 a 1:9),
concentracdo de enzima (0,05 a 0,85% m/m) e teor de agua adicionada
(0 a 4% m/m). As reacGes de producdo dos ésteres metilicos ocorreram
em batelada sob agitacdo constante de 250 rpm e o melhor resultado foi
obtido quando se trabalhou com temperatura de 40 °C, razdo molar
6leo:alcool de 1:4,5, concentracdo de catalisador de 0,65% m/m e teor
de agua de 1% m/m, nessas condicfes o teor de ésteres produzidos foi
de 84,78% no produto final. Observou-se que é possivel produzir
biodiesel na presenca de &gua, via hidroesterificagdo, com custo
reduzido através do Oleo de macalba bruto, utilizando catalisador
enzimatico. As cinéticas foram realizadas na temperatura de 45 °C,
razdo molar dleo:alcool de 1:4,5 e teor de agua de 1,3% m/m. Valores
finais similares foram obtidos mesmo com grandes diferengas na
concentracdo da enzima (0,25 e 1% m/m). Observou-se que ocorre uma
grande reducédo na acidez inicial, o que significa que a enzima utilizada
é capaz de esterificar os acidos graxos livres presentes na matéria-prima.
Sugere-se a realizacdo de reacgdes utilizando baixas concentracfes de
enzima, aproximadamente 0,25% m/m, durante intervalos de tempo de
até 16 h, para tornar o processo viavel economicamente. Conclui-se que
a producéo enzimatica de ésteres metilicos com 6leo de macauba bruto
traz bons resultados e representa uma alternativa promissora para
producdo de biodiesel utilizando matérias-primas menos nobres e mais
baratas do que as utilizadas atualmente pela industria.

Palavras-chave: Biodiesel enzimatico. Oleo de macalba. Esteres
metilicos. Lipase NS-40116. Acidez. Hidroesterificag&o.






ABSTRACT

The energy consumed in the world is obtained mainly from fossil fuels:
oil, natural gas and coal. These sources are major polluters of the
environment as well as cause harm to human health and are non-
renewable, occurring shortage risks. Biofuels emerge as an alternative to
the production of clean and renewable energy. In this work we studied
the enzymatic production of biodiesel from raw macauba pulp oil using
the free enzyme Novozymes® NS-40116, as a catalyst. Two
experimental designs were conducted in the form of Rotational Central
Composite Design (RCCD) and, after determining which variables
influence significantly the production of methyl esters two kinetics were
performed to assess the progress of the reaction. The variables analyzed
were initially temperature (35 to 55 °C) molar ratio of oil:ethanol (1:3 to
1:9), enzyme concentration (0.05 to 0.85% wi/w) and the water content
(0 to 4% w/w). The production of methyl esters reactions occurred in
batch under constant agitation of 250 rpm and the best result was
obtained when working with a temperature of 40 °C, molar ratio
oil:alcohol of 1:4.5, catalyst concentration 0.65% w/w and water content
of 1% wi/w, these conditions produced the ester content was 84.78% in
the final product. It was observed that it is possible to produce biodiesel
in the presence of water via hydroesterification with reduced cost
through macauba crude oil using enzymatic catalyst. The Kinetics were
performed at 45 °C temperature, molar ratio of oil:alcohol of 1:4.5 and
water content of 1.3% w/w. Similar final values were obtained even
with large differences in the enzyme concentration (0.25 to 1% wiw). It
was observed that there is a great reduction in the initial acidity, which
means that the enzyme used is able to esterify the free fatty acids present
in the feedstock. It is suggested carrying out reactions using low enzyme
concentrations, approximately 0.25% w/w during time intervals up to 16
h, to make the process economically viable. It was concluded that the
enzymatic production of methyl esters with crude oil macauba brings
good results and is a promising alternative for biodiesel production
using raw materials less noble and cheaper than currently used by the
industry.

Keywords: Enzymatic biodiesel. Macauba oil. Methyl esters. Lipase
NS-40116. Acidity. Hydroesterification.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a maior parte da energia consumida no mundo é
oriunda de materiais fosseis, em especial o petréleo, o gas natural e o
carvao mineral. Porém, estas fontes energéticas, além de ocasionarem
uma série de problemas ambientais e de trazerem riscos a salde humana,
sd0 matrizes ndo renovaveis (DEMIRBAS, 2005; CREMONEZ et al.,
2015).

E indispensavel que se desenvolvam acdes no sentido de migrar
a nossa matriz energética para fontes renovaveis, que apresentam
menores impactos ambientais. Uma das alternativas mais promissoras
nesse sentido é a substituicdo total ou parcial dos combustiveis fosseis
pelos biocombustiveis. O biodiesel surge como uma opc¢édo
extremamente relevante de energia renovavel com total potencial para
substituir um dos combustiveis mais utilizados mundialmente e um dos
grandes vil6es na emissdo dos gases de efeito estufa, que é o diesel de
petréleo (VASUDEVAN; BRIGGS, 2008; DATTA; MANDAL, 2016).

O biodiesel é um combustivel de origem renovavel e de queima
limpa, tendo grande relevancia sob os aspectos ambiental, social e
econdbmico. Tecnicamente é definido como uma mistura de ésteres
alquilicos de &cidos graxos de cadeia longa, oriundos da reacdo entre
acidos graxos, presentes na composicdo das estruturas de Oleos e
gorduras, e um alcool de cadeia curta, ocorrendo geralmente com auxilio
de um catalisador (NAVARRO-DIAZ et al., 2014).

Ha uma grande variedade de materiais com potencial para
aplicacdo como matérias-primas na producdo do biodiesel, como o0s
Oleos vegetais, as gorduras animais e as microalgas. O destaque maior
fica por conta dos 6leos vegetais, no Brasil, por exemplo, existe uma
grande diversidade de plantas oleaginosas com potencial para a
producdo de biodiesel: como a soja, o dendé, o girassol, o pinhdo-
manso, a mamona, o0 algoddo, o amendoim, o babacu, a canola, a
macalba, dentre outras. E possivel também realizar a producdo do
biodiesel a partir de 6leos residuais ja utilizados em outros processos. O
biodiesel obtido a partir de Oleos vegetais apresenta as seguintes
vantagens: disponibilidade imediata, isento de enxofre, menor contetdo
de compostos aromaticos, ndo toxico, ndo inflamavel, biodegradavel,
além de ser uma fonte renovavel e seu uso fomentar diversas cadeias
produtivas como a agricultura familiar e o extrativismo, promovendo
distribuicdo de emprego e renda (PARENTE, 2003; EMBRAPA, 2008;
GONZALEZ, 2012; BERGMANN et al., 2013; FLORIN et al., 2013;
TORRES et al., 2013).
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Uma das matérias-primas de origem vegetal que tem ganhado
bastante destaque nos Gltimos anos é a macaliba (Acrocomia aculeata),
devido principalmente & sua alta produtividade de 6leo por hectare,
cerca de dez vezes maior do que a soja, principal oleaginosa utilizada no
Brasil atualmente. Além de sua alta produtividade, a macalba apresenta
outras caracteristicas agronémicas que fazem com que a mesma seja
vista com bons olhos pelo setor do biodiesel, como por exemplo, sua
presenca em praticamente todos os Estados do Brasil e também em
outros Paises da América Latina, possibilidade de se utilizar todo o seu
fruto gerando poucos residuos, ser uma cultura perene produzindo frutos
por cerca de 100 anos e capacidade de consorciar a mesma com lavoura
OuU pecuaria numa mesma area de terra. A macadba também tem a
grande vantagem de ndo ser amplamente utilizada na alimentacdo
humana (AMARAL, 2007; CESAR et al., 2015; CAVALCANTI-
OLIVEIRA et al., 2015).

Em relacdo ao catalisador utilizado, o biodiesel é produzido de
diferentes maneiras, existem os catalisadores homogéneos (&cidos ou
alcalinos), catalisadores heterogéneos (zeolitas ou argilas), catalisadores
enzimaticos (lipases) ou ainda pode-se produzir com auséncia de
catalisador ao operar em condi¢Ges supercriticas. Os catalisadores
alcalinos sdo os mais utilizados atualmente pelo setor industrial, porém
apesar de seu baixo custo e sua rapida conversdo, eles apresentam
algumas limitagbes como, por exemplo, quando se utiliza matérias-
primas com elevada acidez ou presenca de 4gua (LEUNG et al., 2010;
SAJID et al., 2016; XU et al., 2016).

Uma alternativa a catalise quimica é a utilizacdo de enzimas, as
quais toleram a presenca de acidos graxos livres e de &gua na matéria-
prima, além disso, os biocatalisadores enzimaticos permitem operar em
condi¢Bes mais brandas de temperatura, pH e pressdo e tornam mais
faceis os processos de recuperacdo e purificacdo dos produtos gerados,
por serem de origem bioldgica (HAMA; KONDO, 2013; AARTHY et
al., 2014; CHRISTOPHER et al., 2014; ZENEVICZ et al., 2016).

No cenario atual, ndo basta apenas migrar nossa matriz
energética para as fontes renovaveis, mas € preciso revolucionar o
préprio segmento, desenvolvendo processos alternativos de producéo
capazes de, além de aumentar a competitividade destes produtos frente
aos de origem fossil, viabilizar a inclusdo de novas fontes de matéria-
prima, visando uma autossuficiéncia energética baseada nas fontes
renovaveis, a inclusdo de mais pessoas no processo produtivo e a
diminuicdo no uso de matérias-primas alimenticias.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

O objetivo principal deste trabalho foi realizar a producdo de
ésteres metilicos de acidos graxos (biodiesel) a partir do 6leo bruto
extraido da polpa do fruto da macauba (Acrocomia aculeata),
empregando uma formulacdo de enzima livre como catalisador.

1.1.2 Objetivos especificos

e Realizar a caracterizacdo fisico-quimica do dleo de polpa de
macauba bruto;

e Determinar o perfil de &cidos graxos presentes no 6leo extraido
da polpa do fruto da macauba;

e Analisar a atividade enzimatica da formulacdo utilizada como
catalisador;

e Avaliar quais variaveis interferem positiva ou negativamente na
producdo de ésteres metilicos a partir da matéria-prima
utilizada;

e Realizar cinéticas de producdo dos ésteres metilicos nas
condicdes de maior conversao;

e Determinar qual o maximo valor possivel de ser obtido para o
teor de ésteres no produto final;

e Auvaliar a acidez da matéria-prima e dos produtos gerados, em
todas as condicdes analisadas para a producdo de ésteres
metilicos, inclusive durante as cinéticas;

e Correlacionar os valores de acidez com os de producdo de
ésteres, a fim de implementar uma ferramenta simples, rapida e
barata para o controle de processo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BIODIESEL

A ideia de se utilizar dleos vegetais como combustivel para
gueima em motores de combustdo interna ndo é algo recente, ha relatos
de que desde o ano de 1900, Rudolph Diesel, o inventor dos motores
ciclo diesel, fez testes em motores de compressao utilizando 6leo de
amendoim. Porém, devido ao baixo preco do diesel de petr6leo na
época, este conceito ndo prosperou. Ja 0s primeiros estudos sobre o
biodiesel especificamente sdo datados de 1937, quando foi depositada,
na Bélgica, a primeira patente descrevendo o processo de obtengdo do
biodiesel por catalise basica. A partir de entdo, as pesquisas com este
biocombustivel ganharam destaque em varias partes do mundo, com
periodos de maior ou menor interesse da comunidade cientifica, bem
como do setor industrial, motivados principalmente pelas condic¢Ges de
mercado do diesel de petroleo em cada época (HANNA; FANGRUI,
1999; SILVA, 2010).

O biodiesel é definido quimicamente como uma mistura de
ésteres monoalquilicos de acidos graxos de cadeia longa, oriundos de
matérias-primas diversas, como Oleos vegetais, algas ou gorduras
animais. E um combustivel de queima limpa e, dependendo do processo
empregado em sua sintese, pode ser produzido exclusivamente a partir
de fontes renovéaveis (NAVARRO-DIAZ et al., 2014).

Para a producdo dos ésteres ocorre uma reacdo entre oS
componentes do 6leo ou gordura, geralmente os triacilgliceréis (TAG),
podendo também conter diacilglicer6is (DAG), monoacilglicerois
(MAG) ou ainda &cidos graxos livres (AGL), dependo do aspecto e das
condicdes da matéria-prima; com um alcool de cadeia curta, na presenca
de um catalisador ou de alguma condi¢do fisico-quimica que substitua o
mesmo. Os alcoois utilizados sdo do tipo mono-hidricos alifaticos
primarios ou secundarios tendo de um a quatro atomos de carbono. Os
mais utilizados sdo o metanol e o etanol, resultando assim na produgéo
de ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES) e ésteres etilicos de
acidos graxos (FAEES), respectivamente (DEMIRBAS, 2008).

Conforme a Lei N° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, a qual
introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira, o biodiesel é um
biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a
combustdo interna com ignicdo por compressdo ou, conforme
regulamento, para geragdo de outro tipo de energia, que possa substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem fdssil (BRASIL, 2005).
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A medida que 0o mundo passou a se preocupar mais com
guestdes como a escassez do petréleo e com a preservacao ambiental, o
uso de fontes alternativas de energia, como a partir de 6leos vegetais,
passou a ganhar cada vez mais importancia no cenario mundial
(DEMIRBAS, 2003).

Nos ultimos anos, inimeros estudos vém sendo realizados no
mundo todo para se descobrir novas técnicas e mecanismos de obtencdo
do biodiesel, bem como com o intuito de aprimorar as técnicas ja
existentes e difundidas. Estes estudos utilizam uma variedade enorme de
diferentes dleos ou gorduras como matéria-prima, além de combinacfes
dos mesmos, cruzando com os diferentes alcoois (metanol, etanol e
butanol, principalmente). Os catalisadores empregados também podem
variar: podendo ser homogéneos, como 0s catalisadores quimicos
(acidos ou alcalinos); heterogéneos, como zedlitas ou argilas;
enzimaticos (lipases); ou ainda, o biodiesel pode ser produzido na
auséncia de catalisador, em condicGes supercriticas (MARCHETTI et
al., 2007; DEMIRBAS, 2008; GONZALEZ, 2012).

Diferente de outros biocombustiveis, como o etanol ou o gas
metano (biogas), o biodiesel pode ser utilizado diretamente em motores
e equipamentos projetados para combustiveis fosseis, no caso, o diesel
de petroleo. Esta € uma grande vantagem técnica para 0 aumento
gradual da utilizacio do biodiesel no mundo todo e para a substitui¢do
dos combustiveis fosseis de uma maneira mais direta e abrangente
(SANTIN, 2013).

Hoje em dia, diversos paises ao redor do mundo investem na
producdo de biodiesel em escala industrial. Com grande destaque para a
Unido Européia, em especial a Alemanha, os Estados Unidos e o Brasil,
gue tem se consolidado como um dos maiores produtores mundiais. Na
América Latina, a Argentina também tem se destacado devido
principalmente a sua elevada producdo de oleaginosas (KNOTHE et al.,
2006; KHIARI et al., 2016).

O biodiesel apresenta inimeras vantagens aos envolvidos de
alguma forma em sua ampla cadeia produtiva, mas seus beneficios nao
se restringem a estes, atingindo também toda a populacdo e 0 meio
ambiente. Embora os principais apelos e justificativas de sua produgéo e
utilizacdo sejam as questdes ambientais, o biodiesel consegue envolver
todo o tripé da sustentabilidade, englobando também as &reas social e
econbmica (DEMIRBAS, 2007).

No que se refere as questdes ambientais, o biodiesel se destaca
na reducdo da emissdo de gases de efeito estufa se comparado com os
combustiveis fosseis, por ser um combustivel de queima limpa. Sabe-se
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que, ndo s6 a utilizacdo do biodiesel puro, mas também a sua
substituicdo parcial ao derivado do petrdleo, traz ganhos significativos
na reducdo de emissbes de gases de efeito estufa e também de
substancias nocivas a salde humana. O biodiesel produz um ciclo
fechado do carbono na natureza (BONDIOLI, 2004; VIANNA, 2006).

O biodiesel tem representado, a cada ano, um importante ganho
econdmico, principalmente para os setores envolvidos em sua cadeia
produtiva, seja no segmento da agricultura, da inddstria ou do comércio,
contribuindo também para a melhora da balanca comercial brasileira.
Muitos paises também veem nos biocombustiveis, como o biodiesel,
uma saida para a dependéncia as importacdes de petréleo (KNOTHE et
al., 2006; MARCHETTI et al., 2007; SKORONSKI et al., 2016).

E, como ja mencionado anteriormente, o biodiesel tem um
importante papel no aspecto social. Pode-se dizer inclusive que em
algumas regides é o fator mais importante, antes mesmo do ambiental.
Em regides mais isoladas, representa uma importante fonte de renda e
sustento para inimeras familias, principalmente da agricultura familiar,
as quais trabalham na producdo ou coleta das matérias-primas
destinadas a producdo do biodiesel. Hoje, a cadeia produtiva do
biodiesel representa, para muitas familias, uma alternativa de geracdo de
emprego e renda no campo e também na cidade, provendo a incluséo
social em muitas regiGes que sempre sofreram com a escassez de
recursos. Com a intengdo de fomentar ainda mais este processo, 0
governo brasileiro lancou, em 2005, o Selo Combustivel Social atraves
de um conjunto de medidas para apoiar a inclusdo social da agricultura
familiar nesta importante cadeia produtiva para o nosso Pais (CESAR et
al., 2013; SANTIN, 2013).

2.1.1 Biodiesel brasileiro

O biodiesel tem sido alvo de estudos em nosso Pais ha vérias
décadas, muitas pesquisas vém sendo desenvolvidas no Brasil desde o
final dos anos 1970 e inicio dos anos 1980 e de 14 para ca o Brasil tem
se demonstrado, cada vez mais, um dos destaques em producao e testes
desse biocombustivel no cenario mundial. Entretanto, apenas nos
Gltimos anos sua producdo realmente se destacou e ganhou o segmento
industrial, chamando atencdo de investidores e proporcionando o
desenvolvimento de uma nova cadeia produtiva, hoje muito relevante
para nossa economia (PARENTE, 2003).

O Decreto de 23 de dezembro 2003 instituiu uma comissédo
executiva interministerial, a qual ficou encarregada da implantacdo das
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acOes direcionadas a produgdo e ao uso de bleo vegetal, na forma de
biodiesel, como fonte alternativa de energia no Brasil, esta equipe
conhecida como Comissdo Executiva Interministerial do Biodiesel
(CEIB) foi responsavel por toda viabilizacdo da producdo de biodiesel
no Brasil a partir de entdo, bem como da implantacdo de programas para
a regularizacdo e fomento de sua produgdo em todo o Pais
(BERGMANN et al., 2003; BRASIL, 2003).

No ano de 2004, através do Decreto N° 5.297/2004, foi criado o
selo “Combustivel Social”, Figura 1, com a finalidade de fornecer
incentivos financeiros e fiscais aos produtores de biodiesel que
envolvessem, a partir de determinadas regras, os agricultores familiares
na producdo e comercializacio de sua matéria-prima. Esta iniciativa foi
bastante positiva no sentido de garantir a aquisicao de produtos agricolas
e regionais de comunidades isoladas, proporcionando uma importante
distribuicdo de renda no campo e valorizacdo da agricultura familiar,
além de possibilitar outras vantagens a esses agricultores, como o0 acesso
a linhas de crédito (BRASIL, 2004).

Figura 1 - Selo Combustivel Social.

Fonte: Site do Ministério de Minas e Energia (MME).

Através da criacdo do Programa Nacional de Producéo e Uso do
Biodiesel (PNPB) em dezembro de 2004, com suas bases legais
estabelecidas pela CEIB, foi a partir do ano de 2005 que o Brasil iniciou
efetivamente sua producdo industrial de biodiesel, com a licenca de
operacdo das primeiras plantas industriais. Neste mesmo ano, a Lei N°
11.097, de 13 de janeiro de 2005, introduziu o biodiesel na matriz
energética brasileira, definindo a obrigatoriedade da adicdo de 2% de
biodiesel em todo o diesel de origem féssil comercializado no Brasil
num periodo de trés anos apds a publicacdo desta lei e da adi¢do de 5%
no periodo de oito anos. O programa também ja previa um aumento
gradativo dessa porcentagem nos anos seguintes, conforme o Pais
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desenvolvesse as condi¢Bes necessarias (BERGMANN et al., 2003;
BRASIL, 2005; SILVA, 2014).

Ap6s a introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira,
em 2005, o percentual com que o mesmo € misturado ao diesel féssil
comercializado no Brasil foi aumentado gradativamente. Sendo que a
proporcao de biodiesel adicionada ao 6leo diesel, neste momento, ja é de
7%, em volume, de acordo com a Lei N° 13.033/2014, a qual
estabeleceu a adicdo obrigatoria de 6% a partir de 1° de julho de 2014 e
de 7% a partir de 1° de novembro de 2014, ao Odleo diesel
comercializado ao consumidor final, em todo o territorio nacional. Esta
lei, através do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE),
reafirma novamente a necessidade de o biodiesel ser produzido
preferencialmente a partir de matérias-primas oriundas da agricultura
familiar (BRASIL, 2014).

De acordo com a ANP, no ano de 2014, a capacidade nominal
brasileira para producéo de biodiesel era de cerca de 7,7 milhdes de m3.
Porém, a producdo no periodo foi de apenas 3,4 milhdes de m3, o que
corresponde a 44,3% da capacidade nominal instalada no Pais. Isso
representa um aumento de 17,2% na producdo, em relagdo ao ano
anterior, aumento este justificado em grande parte pelo acréscimo no
percentual obrigatorio de adicdo ao diesel fossil comercializado.
Observa-se na Figura 2 que desde 2005, quando a produgdo ainda era
praticamente nula, os valores referentes a producdo brasileira de
biodiesel vém crescendo ano ap6s ano (ANP, 2015). Conforme o Gltimo
boletim mensal divulgado pelo MME em 2015, até o final do més de
novembro, ja foram produzidos 3,62 milhdes de m3 (MME, 2015).

Figura 2 - Evolucdo da producéo brasileira de biodiesel de 2005 a 2014.
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No ano de 2014, a Regido Centro-Oeste se destacou como a
maior produtora de biodiesel no Brasil, com 1,5 milhdo de m3
produzidos, representando 43,1% da producdo total, seguida pela Regido
Sul, com produgdo de 1,4 milhdo de m? e representando 39,7% do total
nacional. J& em relacdo aos Estados, o Rio Grande do Sul foi o maior
produtor, com 971,3 mil mé (28,4% do total), seguido pelo Estado de
Goias, com 643,8 mil m? (18,8%). Sobre o Estado de Santa Catarina, os
dados de 2014 correspondem a uma producdo de aproximadamente 68,5
mil m3, em sua Unica planta autorizada pela ANP, localizada na cidade
de Joagaba, no Oeste do Estado (ANP, 2015).

Em relacdo as matérias-primas utilizadas no Brasil, a soja se
destaca como a mais consumida, sendo que no ano de 2014 representou
76,9% do total. Em segundo lugar esta a gordura animal, que em 2014
representou 19,8% do total nacional. Seguida pelo 6leo de algodéao
(2,2%). Os demais 1,1% da matéria-prima utilizada no Brasil em 2014
se referem a todos 0s outros materiais graxos utilizados, demonstrando
uma grande necessidade de se investir em alternativas para viabilizar a
producdo industrial de biodiesel a partir de fontes inovadoras, tendo em
vista a grande diversidade de materiais existente em nosso Pais. A
Figura 3 explana as matérias-primas mais utilizadas no Brasil para a
producdo de biodiesel no periodo de 2005 a 2014 (ANP, 2015).

Figura 3 - Matérias-primas utilizadas na producéo de biodiesel no Brasil entre
2005 e 2014, em milhdes de m2.
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2.2 FONTES DE MATERIAS-PRIMAS

Devido principalmente a fatores como o0 esgotamento dos
recursos convencionais utilizados como matéria-prima para a producéo
de combustiveis, as variacdes de mercado e as crescentes preocupacdes
com questdes ambientais, novas fontes de energia vém ganhando
destaque, como é o caso do biodiesel. Aliado ao interesse de se expandir
a producdo e a utilizacdo deste biocombustivel, esta também um grande
interesse em ampliar o leque de opc¢des de matérias-primas disponiveis
para a sua sintese. Pesquisas apontam que no setor de transporte 0 uso
de o6leo corresponde a cerca de 85% das fontes de energia utilizadas e
embora atualmente a grande maioria da energia consumida no mundo
advém de fontes fésseis e ndo renovaveis, principalmente o petréleo,
estima-se que até o ano de 2035 serd necessario uma reducdo de cerca
de 30% no consumo do mesmo. Todas essas necessidades globais e
urgentes nos fazem aprofundar nossas agBes na busca de novas
alternativas para a producdo de energia de maneira limpa e sustentavel
(ATABANI et al., 2012; BASKAR; AISWARYA, 2016).

A producdo de biodiesel tem se tornado cada vez mais um
grande desafio aos pesquisadores e empresarios, visto que uma das
guestbes mais importantes para o crescimento de sua produgdo e
consequente utilizacdo é justamente torna-lo mais competitivo e viavel
economicamente. Um dos fatores principais nesse quesito esta
relacionado a sua matéria-prima. A sele¢do das matérias-primas e do
catalisador utilizado no processo pode representar mais de 80% dos
custos totais de produc¢do. Portanto, este tem se tornado o grande gargalo
tecnologico envolvido na produgdo do biodiesel (BASKAR,;
AISWARYA, 2016).

A maneira pela qual o biodiesel é produzido atualmente utiliza,
na grande maioria das vezes, matérias-primas “nobres” e que também
sdo utilizadas como fonte de alimentagdo humana, como é o caso do
6leo de soja, 0 mais utilizado no Brasil para a producdo de biodiesel.
Esse fator, além de onerar o processo e o produto final, acaba
aumentando também o custo da producdo de alimentos para a
populacdo, ja que a procura pelos mesmos aumenta consideravelmente
no mercado internacional de commodities (AHMAD et al., 2011).

Surge assim uma grande necessidade de ampliar o campo de
opcOes de matérias-primas para a producdo de biodiesel, tanto para
baratear seu custo, como para tentar fugir das fontes alimenticias e, além
disso, expandir sua producdo para novas regides. E essencial que se
desenvolvam tecnologias capazes de viabilizar a produgdo do biodiesel
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utilizando as matérias-primas disponiveis naturalmente em cada regiao,
com 0s residuos de outros processos ou ainda com aquelas fontes que
sejam possiveis de serem produzidas em cada condicdo climatica. Um
fator muito interessante, principalmente quando se fala em energias
renovaveis, é descentralizar a producdo de energia, gerando a mesma
nas proximidades dos locais de consumo, para dessa forma, além de
reduzir despesas com logistica, também distribuir a renda gerada em sua
producdo. Tendo como base todas essas constatacdes e necessidades em
se produzir um combustivel renovavel de forma viavel, pluralizada e
acessivel; diferentes matérias-primas para o biodiesel vém sendo
utilizadas em testes, pesquisas € mesmo em producdes em grande escala
em diferentes partes do mundo, podemos listar as gorduras animais,
microalgas, residuos industriais e os 6leos vegetais, este Gltimo como
grande destaque (WAN GHAZALI et al., 2015; MOSER, 2016).

2.2.1 Fontes vegetais

Devido as suas boas caracteristicas, como o fato de ser de
origem renovavel e ter um menor potencial poluidor em relacdo ao
diesel de petroleo, os Gleos vegetais passaram inicialmente a serem
cogitados como uma fonte alternativa de energia para utilizacdo em
motores ciclo diesel mesmo em sua forma natural. Porém, apesar de
existirem algumas vantagens na utilizacdo de Oleos vegetais em
substituicdo ao diesel de petréleo, como sua alta disponibilidade e
renovabilidade, seu elevado calor, baixo teor de enxofre e de compostos
aromaticos e, ainda, sua maior biodegradabilidade; os éleos vegetais in
natura apresentam também grandes problemas em sua utilizagdo na
forma de combustivel, como a sua elevada viscosidade, baixa
volatilidade e a reatividades das cadeias de hidrocarbonetos aromaticos
presentes. Devido a sua alta viscosidade e baixa volatilidade, a
utilizacdo de 6leos vegetais pode gerar queima incompleta, acimulo de
material no motor e entupimentos, a partir destas constatacfes surge a
necessidade de uma modificagdo na estrutura do dleo vegetal para s6
entdo ser utilizado como combustivel, uma das alternativas é a
transesterificacdo do mesmo com alcoois de cadeia curta gerando ésteres
alquilicos de 4&cidos graxos, o que quimicamente corresponde ao
biodiesel (DEMIRBAS, 2005).

Atualmente, os 6leos vegetais tém representado a fonte mais
atrativa para producdo de biodiesel. Existem cerca de 350 espécies de
plantas oleaginosas, utilizadas ou ndo na alimentacdo humana, que
podem ser destinadas a producdo do biocombustivel. No Brasil, por
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exemplo, ha uma grande diversidade de fontes comestiveis e ndo
comestiveis que ja sdo utilizadas ou que tém grande potencial para a
producdo de biodiesel, como é o caso da soja, girassol, palma,
amendoim, colza, mamona, dendé, pinhdo-manso, canola, algodao, nabo
forrageiro, gergelim, babacu, macalba, dentre outros (GUI; LEE;
BHATIA, 2008; BASHA; GOPAL; JEBARAJ, 2009; GONZALEZ,
2012).

Ao analisarmos essa grande biodiversidade em relacdo as
potenciais matérias-primas de origem vegetal, para a producdo de
biodiesel, presentes em nosso Pais, bem como de fatores como o fato de
a grande maioria do biodiesel ser atualmente produzida de fontes
alimenticias e com pregos elevados, surge a necessidade de
aprofundarmos as pesquisas com foco em matérias-primas alternativas.
Como é o caso de novas fontes de 6leos vegetais, mesmo que estes
apresentem caracteristicas tecnoldgicas desfavoraveis para utilizagao nas
rotas tradicionais de producdo, haja vista que ndo basta apenas
diversificar a matriz das matérias-primas utilizadas, mas também
desenvolver processos alternativos, eficazes e competitivos que
possibilitem o emprego das mesmas de forma eficiente. Com a
finalidade de fomentar as pesquisas e 0s investimentos industriais em
fontes de matérias-primas alternativas e ndo alimenticias, o produto
gerado a partir destas vém ganhando, por muitos profissionais e
entidades do setor, o titulo de “Biodiesel de Segunda Geragdo”
(BHUIYA et al., 2015; ANUAR; ABDULLAH, 2016).

2.2.1.1 Macauba

A macalba é uma palmeira nativa das florestas tropicais,
encontrada desde o sul do México e das Antilhas até o Brasil, além de
Paises como o Paraguai, Argentina, Equador e Peru. Ela atinge de 10 a
15 m de altura e de 20 a 30 cm de didmetro e seu tronco possui espinhos
escuros e pontiagudos. E pertencente a familia Arecaceae, a qual
constitui um grupo de espécies conhecidas como palmeiras, dentre elas
estd a Acrocomia aculeata (macalba). Seus frutos sdo de coloracdo
marrom amarelado, esféricos e com didmetro de 2,5 a 5 cm (LORENZI,
2006; GONZALEZ, 2012).
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Figura 4 - Palmeira macalba.

Fonte: MELO, 2012.

As Figuras 5 e 6 mostram a distribuicdo da macalba na
América Latina e no Brasil. Sendo que no Brasil é a palmeira com maior
dispersdo, ocorrendo em praticamente todo o seu territério, mas com
destaque para os Estados de Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goiés,
S8o0 Paulo, Minas Gerais e Tocantins, a mesma é amplamente
disseminada pelas reas do Cerrado e Pantanal (NUCCI, 2007).

Figura 5 - Distribuicdo da palmeira macatba na América Latina.

Regides com maior ocorréncia

) &
da espécie Acrocomia aculeata r: F

Fonte: New World Fruits (2006) citado por Nucci (2007).
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Figura 6 - Principais locais de incidéncia da macauba no Brasil.
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Fonte: RATTER et al., 2003.

O coco da macalba é composto basicamente por quatro partes,
como pode-se observar na Figura 7. O mesocarpo (polpa) é a regido de
onde é extraido o éleo com maior potencial para a producdo de
biodiesel, devido as caracteristicas do mesmo. Além do 6leo, o
mesocarpo também fornece uma torta que é utilizada na alimentacdo
animal, sendo que a casca (epicarpo) pode também ser adicionada a esta
torta apds extracdo ou ndo de seu contelido de 6leo, muitas vezes o 6leo
da casca é misturado ao da polpa devido a similaridade dos mesmos em
relacdo ao teor de acidos graxos, aumentando ainda mais o potencial de
6leo do fruto. Ja o endocarpo é utilizado como carvao, para queima ou
mesmo como filtro. E a parte mais interna do fruto, o endosperma ou
améndoa, é responsavel pela producdo de um O6leo com qualidade
superior ao Oleo da polpa utilizado em processos de maior valor
agregado como, por exemplo, em cosméticos. Apos a extracdo do 6leo,
a améndoa também fornece uma torta que pode ser utilizada na
alimentacdo animal. Pode-se observar, portanto, que os frutos da
macalba, os quais sdo produzidos em praticamente todo o ano, sdo
utilizados em sua totalidade, praticamente sem haver desperdicios ou
residuos decorrentes dos mesmos (SILVEIRA, 2014).
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Figura 7 - Composicéo do fruto (coco) da macauba.

Epicarpo (casca externa)

Mesocarpo (Polpa)

Endocarpo (Casca da castanha)

Endosperma (Améndoa)

Fonte: CASTRO, 2008.

De acordo com Melo (2012), o teor de 6leo na polpa da
macalba ¢é de aproximadamente 70%, enquanto na améndoa e na casca
sdo de 58 e 9,8%, respectivamente. Correspondendo a grandes niveis de
6leo no fruto, o que acarreta também em volumes altos de producéo de
Oleo por hectare se comparado com outras culturas. Como se pode
observar na Tabela 1, quando comparada com outras oleaginosas
presentes no Brasil, a macautba é uma das campeas em litros de biodiesel
por hectare por ano, perdendo apenas para o dendé, mas com a
vantagem de poder ser cultivada em praticamente todo o Pais, enquanto
os dendezeiros sdo mais adaptaveis em algumas regiGes. Em relagdo a
soja, matéria-prima mais consumida no Brasil e de fonte alimenticia, a
macauba possui niveis de produtividade anuais cerca de dez vezes
maiores. Um fato interessante é que a soja, mesmo sendo uma potencial
fonte alimenticia, destina atualmente cerca de um terco de sua producéao
nacional para o biodiesel, dessa forma a substituicdo da mesma por
outras culturas traria vantagens econdmicas a toda a populacdo, com
uma provavel reducdo nos precos de um dos alimentos mais
consumidos. Tendo-se em vista os dados de producdo da macalba,
pode-se afirmar que a mesma tem um enorme potencial agronémico
para substituir, ao menos em parte, a utilizacdo do 6leo de soja na
producdo de biodiesel, porém, restando ainda maiores avangos
tecnoldgicos no setor industrial para tornar vidvel o processo produtivo
do biodiesel de 6leo macauba, tendo-se em vista a menor qualidade
desse 6leo, se comparado com a soja, por exemplo (AMARAL, 2004;
NAVARRO-DIAZ et al, 2014; MICHELIN et al., 2015).
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Tabela 1 - Rendimento potencial de biodiesel baseado nas caracteristicas
agrondmicas de cada espécie.

Espécie Litros/ha/ano
Soja (Glicine max) 420
Arroz (Oriza sativa) 770
Girassol (Helianthus annuus) 890
Amendoim (Arachis hipogaea) 990
Mamona (Ricinus communis) 1320
Pinh&o-manso (Jatropha curcas) 1590
Abacate (Persea americana) 2460
Coco (Cocos nucifera) 2510
MacauUba (Acrocomia aculeata) 4200
Dendé (Elaeis guineensis) 5550

Fonte: Astlrias (2004) citado por Amaral (2007).

A macalba é uma cultura perene, inicia a producdo de seus
frutos a partir do quarto ano e segue produzindo-os por cerca de 100
anos, sem praticamente nenhum investimento extra, isto faz com que ela
tenha pouco ou quase nenhum custo de produgdo, a ndo ser a mao de
obra disponibilizada no momento da coleta dos frutos. Outra grande
vantagem desta cultivar é que a mesma pode ser consorciada com
lavoura e/ou pecuaria. Geralmente até o quarto ano, enquanto a palmeira
ainda estd em fase de desenvolvimento, as areas de terra sdo utilizadas
também para a agricultura e, a partir do momento em que se inicia a
producdo dos frutos, utiliza-se a pecudria. Dessa forma, além de a
macauba proporcionar uma altissima produtividade de 6leo por hectare
com baixo custo, as areas onde a mesma esta implantada podem ser
utilizadas para outras atividades, o que possibilita, além de uma maior
renda ao produtor, a diminuicdo da expansdo das areas de cultivo e,
consequentemente, do desmatamento de novas areas (LOPES et al.,
2013., NAVARRO-DIAZ et al, 2014).

Embora atualmente a grande maioria dos macicos de macatba
brasileiros serem nativos e com coleta dos frutos realizada na forma do
extrativismo, tém-se observado as potencialidades futuras do 6leo de
macalba para a producdo de biodiesel e ja existem inlmeras pesquisas
sendo desenvolvidas para a criagdo e melhoria de cultivares da palmeira,
viabilizando assim o plantio organizado da mesma em todas as regides
do Pais. Além disso, os pesquisadores buscam o desenvolvimento de
plantas “domesticadas”, com caracteristicas que facilitem seu manuseio
e cultivo, como a auséncia de espinhos e menor altitude das palmeiras.
Acredita-se que em poucos anos teremos no Brasil novas e extensas
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areas de cultivo de macatba (FERRARI; FILHO, 2012; LOPES et al,
2013; EMBRAPA, 2015).

Todos estes aspectos positivos em relacdo a macalba, como,
por exemplo, sua alta produtividade de Oleo, o fato de ela ndo ser
utilizada largamente como fonte alimenticia, ser uma cultura perene e
com poucas despesas de cultivo, poder ser consorciada com lavoura e
pecudria, envolver a agricultura familiar no processo, dentre outros
fatores, tem colocado a macalba como uma das grandes promessas
brasileiras na producdo sustentavel do biodiesel. Porém, sua utilizacdo
continua e em larga escala ainda esbarra em alguns entraves
tecnoldgicos, como por exemplo, a sua elevada acidez, que torna muito
dificil e, dependendo do estado da matéria-prima, torna impossivel sua
aplicacdo nos processos convencionais de producdo de biodiesel. Dessa
forma, se faz necessario o desenvolvimento de pesquisas a fim de
encontrar solucgdes alternativas e eficazes para a producdo do biodiesel
com estes materiais menos nobres, porém com um grande apelo social,
ambiental e econdmico para o Brasil (AGUIEIRAS et al., 2014; CESAR
etal., 2015; KEIFF et al., 2016; SILVA; CARDOSO; PASA, 2016).

2.3 METODOS DE PRODUGAO DE BIODIESEL

Ao se constatar que o uso de Oleos vegetais in natura nao
apresentava as caracteristicas necessarias para utilizagdo como
combustivel, devido principalmente a fatores como sua alta viscosidade
e baixa volatilidade, o que causava problemas como uma queima
incompleta, entupimentos e acUmulos de 6leo no motor, novas
alternativas para modificacdo tecnoldgica dos mesmos comegaram a ser
pesquisadas. Em relacdo a reducdo da viscosidade, diferentes métodos
sdo considerados atualmente, como por exemplo: sua diluicdo com o
oleo diesel, microemulsGes com alcoodis de cadeia curta, craqueamento
térmico ou pirdlise e a transesterificagdo com metanol ou etanol, esta
Gltima, a técnica mais difundida e amplamente utilizada em todo o
mundo, a qual serd detalhada a seguir (LEUNG et al., 2010;
GONZALEZ, 2012).

A transesterificacdo, também conhecida como alcodlise, é a
técnica mais vidvel de modificagdo dos 6leos vegetais para produgdo de
biodiesel. Ela consiste basicamente na transesterificacdo dos
triacilglicerdis presentes no 6leo ou gordura, na presenca de um alcool
de cadeia curta, como metanol, etanol ou ainda o butanol, com auxilio
de um catalisador ou alguma condi¢do fisico-quimica que o substitua. O
resultado principal dessa reacdo é a producdo de ésteres alquilicos de
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acidos graxos, que é o proprio biodiesel, e glicerol, ou glicerina quando
purificada e em sua forma comercial. A Figura 8 representa
esquematicamente a reacdo global de producdo dos ésteres (biodiesel) a
partir da molécula do triacilglicerol (DEMIRBAS, 2003;
VASUDEVAN; BRIGGS, 2008).

Figura 8 - Representacdo da producéo de biodiesel através da
transesterificacao.
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| //O | Q0
CH,-0-C—-R, CH,—OH RS—C//—O—R4
Trigliceriden Alcoal Gliceral Esteres

Fonte: SILVA, 2009.

A reacdo representada na Figura 8 ndo ocorre diretamente, ela é
dividida em trés reaces intermediarias e reversiveis, sendo que em cada
uma delas é produzido um dos trés ésteres resultantes, representados na
reacdo global acima. Isso ocorre pois, como o proprio nome diz, o
triacilglicerol ¢ uma molécula com estrutura tripla formada por trés
acidos graxos ligados a uma molécula de glicerol. Estes acidos graxos
sdo liberados um a um em cada uma das trés reacdes e, ao se ligarem a
uma molécula de alcool, formam os ésteres. Na primeira reacdo, o
triacilglicerol é convertido a diacilglicerol e é produzido o primeiro
éster. Na segunda reacdo, o diacilglicerol é convertido a
monoacilglicerol e é produzido o segundo éster. J& na terceira reacéo, o
monoacilglicerol é reduzido finalmente ao glicerol e a terceira molécula
de éster é produzida. Como em cada uma das trés etapas é consumida
uma molécula de &lcool, se faz necessario o uso de no minimo uma
razdo molar 6leo:alcool de 1:3, porém, como as reacdes sao reversiveis,
€ necessario adicionar uma quantidade maior de alcool para que ocorra o
deslocamento no equilibrio da reacéo, além disso, uma quantidade maior
de alcool no meio reacional evita o impedimento estérico que pode
ocorrer e dificultar o desenvolvimento completo das reagdes. Essas trés
reacdes reversiveis, que constituem o processo de transesterificagdo ou
alcodlise sdo representadas na Figura 9 a seguir (ENWEREMADU;
MBARAWA, 2009; LEUNG et al., 2010; GONZALEZ, 2012).
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Figura 9 - Reag0es intermedidrias da transesterificacdo para producéo de

biodiesel.
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Fonte: SILVA, 2009.

As reacdes apresentadas sdo desenvolvidas com auxilio de
catalisadores e é justamente a escolha destes que caracteriza qual o tipo
de reacdo de transesterificacdo sera desenvolvida na obtencdo do
biodiesel. As reagbes podem ser realizadas com catalise homogénea,
com emprego de catalisadores quimicos (acidos ou alcalinos), sendo que
esta € a principal reacdo utilizada atualmente em nivel industrial, com
grande destaque para os catalisadores bésicos, ja que a grande maioria
das industrias de biodiesel os utilizam devido ao fato de os mesmos
apresentarem 6timos resultados de conversdo em um curto intervalo de
tempo, porém quando a qualidade do 6leo diminui, 0 emprego desta
técnica se torna mais complicada e até mesmo inadequada, por exemplo
em 6leos de acidez elevada ocorre a saponificacdo do mesmo ao utilizar
os catalisadores alcalinos; as reacdes também podem ser de catalise
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heterogénea, com o emprego de ze6litas ou argilas, por exemplo;
enzimaticas, utilizando lipases como catalisadores, podendo ser
imobilizadas ou livres; ou ainda, o biodiesel pode ser produzido na
auséncia de catalisadores, quando se trabalha em condicOes
supercriticas, tendo em vista que o alcool nestas condigdes ja exerce o
papel de catalisador para a reagdo de transesterificacdo. Neste trabalho
sera discutida mais detalhadamente a reacdo com catalise enzimatica,
por ser a condicdo utilizada para o desenvolvimento da pesquisa
(LEUNG et al., 2010; SAJID et al., 2016; XU et al., 2016).

2.3.1 Producéo com catélise enzimatica

Atualmente, a grande maioria do biodiesel produzido no mundo
¢ obtida por reacBes com catalise quimica, especialmente a catélise
béasica, a qual ja é amplamente conhecida e difundida nas empresas do
setor, apresenta um custo competitivo e possui reacdes rapidas de
conversdo. Porém, existem diversas condigdes em que estes processos
convencionais ndo se aplicam de maneira adequada, como quando se
trabalha com OGleos de elevada acidez, visto que, com este tipo de
matéria-prima, as reacdes em meio alcalino acabam saponificando o
6leo, produzindo sais de acidos graxos (sabdo) ao invés de ésteres de
acidos graxos (biodiesel). Além disso, 0s processos convencionais, por
usarem um numero elevado de produtos quimicos, requerem esforcos e
gastos elevados nas etapas de purificacdo dos produtos e efluentes
gerados, existindo ainda um grande risco de contaminagdes ambientais
por estes produtos, caso ocorra algum incidente durante o processo. As
reacbes convencionais, com o0s catalisadores homogéneos de
composicdo quimica, também demandam um elevado gasto energético,
devido as condicbes em que as reacdes ocorrem, como elevadas
temperaturas, por exemplo. Dessa forma, a producéo de biodiesel pelo
processo de transesterificacdo com catalise enzimatica, surge como uma
alternativa ao processo convencional de catalise alcalina, principalmente
guando se trabalha com matérias-primas de menor qualidade, com
elevada acidez e teor de agua em sua composicdo (HAMA; KONDO,
2013; AARTHY et al., 2014; CHRISTOPHER et al., 2014; ZENEVICZ
etal., 2016).

A catalise enzimética tem a vantagem de também converter os
acidos graxos livres (AGL) presentes no 6leo em ésteres, num processo
paralelo & transesterificacdo denominado de esterificagdo. Ou seja,
mesmo 6leos com elevada acidez s&o convertidos a biodiesel de maneira
eficaz. As reacOes catalisadas por enzimas, que sdo compostos
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bioldgicos, também apresentam outras vantagens, como por exemplo,
toleram teores maiores de agua na matéria-prima; tornam mais faceis 0s
processos de purificagdo, tanto do biodiesel como da glicerina (outro
produto muito importante economicamente para as empresas do setor);
demandam menor gasto energético e exigem condi¢fes mais brandas de
temperatura, pH e pressdo se comparado a outros processos; necessitam
de baixas quantidades de alcool; podem ser reutilizadas diversas vezes
no processo, quando se trabalha com mecanismos eficientes de
recuperacao das enzimas utilizadas; possuem um alto rendimento; e a
grande vantagem de ser uma tecnologia limpa. Porém, os processos com
catalise enzimatica também apresentam algumas desvantagens, como
elevados tempos de rea¢do quando comparado a outros métodos; o risco
da inativacdo do catalisador por condigdes reacionais, como alto teor de
alcool; e o grande gargalo desse processo, que ainda é o elevado custo
das enzimas, fato este que faz muitas empresas desistirem de sua
aplicacdo, apesar das inUmeras e notaveis vantagens tecnoldgicas dos
processos enzimaticos. A Tabela 2 apresenta um comparativo entre as
principais tecnologias disponiveis para producdo de biodiesel por
transesterificacdo (SILVA, 2014; RICO; SAUER, 20015; WANG et al.,
2015).

Tabela 2 - Comparacéo entre as diferentes tecnologias utilizadas na produgdo

de biodiesel.

Vanavel Catalise alcalina  Catdlise acida  Alcool supercritico
;%Tpemt“ra de reagdo 60-70 55.80 239385
Acidos graxas livres no Produto Est Est
matenal saponificavel steres steres
Rendimento de ésteres Normal Normal Bom
Recuperacéo do glicerol Dificil Dificil

) " . Repetidas Repetidas
Purificacdo dos ésteres lavagens lavagens
Custo de producdo do .
catalisador Barato Barato Médio
Vanavel Catalise enzimatica Catalise Heterogénea
Temperatura de reacdo 30-40 180-220
C)
Acidos graxos livres no Esteres
material
Rendimento de ésteres Alto Normal
Recuperacio do glicerol Facil Facil
Purificacdo dos ésteres Facil Facil
Custo de producdo do . :
catalisador Relativamente caro Potencialmente barato

Fonte: Helwani et al. (2009) citado por Dors (2011).
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Outra grande vantagem dos processos enzimaticos é o fato de os
mesmos apresentarem um layout mais simples e com menos etapas do
que 0s processos convencionais. Fato este que se torna um grande
atrativo para os investimentos pelo segmento industrial, tendo-se em
vista que se faz necessario uma quantidade significativamente menor de
gastos energéticos e operacionais, incluindo um simplificado processo
de purificagdo do biodiesel e do glicerol, etapa denominada de
downstream process no setor industrial, que é uma das mais onerosas e
complexas fases da producdo de biodiesel em larga escala. Abaixo, na
Figura 10, é possivel comparar o processo de producdo de biodiesel por
catilise enzimatica com o processo de catélise alcalina (principal
método utilizado atualmente pelas usinas de biodiesel), em ambos os
casos 0 alcool utilizado é o metanol (RANGANATHAN et al., 2008;
YU et al., 2015).

Figura 10 - Comparativo simplificado entre o processo quimico (a) e o
processo enzimatico (b) para sintese de biodiesel utilizando metanol.
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Fonte: Ranganathan et al. (2008) citado por Dors (2011).
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Devido as suas caracteristicas reacionais e de operacdo, 0S
catalisadores enzimaticos apresentam a grande vantagem de serem
adequados para reacGes com uma infinidade de matérias-primas, muitas
vezes tolerando alteragbes de composicdo derivadas do estado de
conservagdo em que estas se encontram, ao contrario dos processos
convencionais com catalise quimica, que exigem matérias-primas de boa
qualidade, o que eleva consideravelmente os custos com aquisi¢do ou
refino deste material pelas inddstrias. Sabe-se que hoje, em média, 0s
custos com a matéria-prima chegam a aproximadamente 80% dos custos
totais de produgdo do biodiesel. Dessa forma, tecnologias como a
utilizacdo de enzimas em substituicdo aos catalisadores quimicos
representam uma importante alternativa para o setor (HAMA; KONDO,
2013; D"AGOSTO et al., 2015).

Ao utilizar os processos enzimaticos é possivel ampliar o leque
de fontes de matérias-primas para producdo do biodiesel. Até mesmo
6leos e gorduras residuais podem ser aplicados sem muitas etapas de
pré-tratamento, fato muito interessante ja que além de produzir um
biocombustivel com enorme importancia nos cenarios econémico, social
e ambiental, acaba sendo um destino adequado aos residuos de outros
processos produtivos e que até entdo eram vistos como problemas.
Também novas oleaginosas comegcam a despertar interesse para
aplicagdes industriais em larga escala, na medida em que 0s processos
biotecnoldgicos avancam, visto que muitos dos 6leos produzidos por
estas espécies apresentam acidez elevada, inviabilizando sua aplicacéo
nos processos convencionais. Abre-se até mesmo a possibilidade de
direcionar a producéo para 6leos que ndo sdo utilizados na alimentacédo
humana, diferente do que ocorre atualmente em que as principais
matérias-primas sdo de fonte alimenticia, ocorrendo uma competi¢do
entre ambos os setores por estes materiais e causando, em muitos casos,
elevacdo dos precos de alguns alimentos (HAMA; KONDO, 2013;
NORAINI et al., 2014; YU et al., 2015).

Quando se fala em catalise enzimatica, a elevada acidez, que é
decorrente da grande quantidade de acidos graxos livres presentes no
6leo, ndo representa um fator negativo mas, pelo contrério, acaba
acelerando o processo de sintese dos ésteres alquilicos, ja que os AGL
sdo diretamente esterificados em FAMEs ou FAEEs, além da
transesterificacdo dos triacilglicerois. O fato de ter grande concentragéo
de AGL acaba, inclusive, diminuindo a quantidade de catalisador
necessaria para a reacdo, ja que uma das etapas ja esta realizada, que é a
hidrélise do &cido graxo da estrutura do triacilglicerol, necessitando
apenas realizar a ligagdo deste &cido graxo ja em solugdo & molécula de
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alcool (GOG et al., 2012; CHRISTOPHER et al., 2014; WANG et al.,
2015).

Além das reagdes de transesterificacdo descritas anteriormente,
nas reacdes com catalise enzimatica onde o 6leo utilizado como matéria-
prima apresenta altos teores de acidos graxos livres (AGL), como é o
caso do 6leo de macalba, ocorrem também simultaneamente as reagfes
de esterificacdo, onde esses AGL sdo convertidos diretamente aos
ésteres. Um esquema da reacdo de esterificacdo esta representado na
Figura 11 (GOG et al., 2012; CHRISTOPHER et al., 2014).

Sendo possivel também a ocorréncia da reagdo em duas etapas,
onde primeiramente se realiza a hidrolise enzimatica, em presenca de
agua, da estrutura do triacilglicerol em diacilglicerol, o diacilglicerol
resultante em monoacilglicerol e este em glicerol, resultando na
producdo de uma molécula de &cido graxo livre em cada uma das trés
reacOes intermedidrias de hidrolise, a segunda etapa € a esterificacdo
destes acidos graxos livres:

Figura 11 - Reacdo de esterificagdo do acido graxo livre.

0 0

v 4
HO—-C —R1 + R'OH — R—0—C—R1 + H,0

Acido grazo livre Alcool Ester Agua
Fonte: Minami e Saka (2006) citado por Gonzalez (2012).

Em relacdo a presenca de agua na matéria-prima, 0 processo
enzimatico também apresenta uma vantagem enorme em relacdo ao
processo quimico, o qual exige auséncia ou baixos teores de agua. Ja
com relacdo as reagdes catalisadas com enzimas, a gua, pelo contrario,
é um dos reagentes que devem ser inclusive adicionados, visto que ela é
necesséria para realizar algumas etapas da reacdo, como a hidrolise do
acido graxo da estrutura do triacilglicerol para que em seguida 0 mesmo
seja esterificado com o alcool. No processo enzimatico, a auséncia de
agua ndo permite a hidrdlise do triacilglicerol, ndo liberando os acidos
graxos e, portanto, impedindo a ocorréncia j& da primeira etapa do
processo. Além disso, a agua é necessaria para hidratar a prépria
enzima, permitindo que o seu sitio ativo encontre o substrato,
principalmente quando se utiliza enzimas livres (ndo imobilizadas em
suportes). Ou seja, matérias-primas com altos teores de agua, como 0s
oleos residuais, gorduras resultantes de processos industriais e alguns
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Oleos vegetais “menos nobres” sdo facilmente aplicados aos processos
enzimaticos (HAMA; KONDO, 2013; POPPE et al., 2015).

A partir de todas estas constatacbes pode-se dizer que a
producdo de biodiesel por catalise enzimatica é um processo promissor e
com grande capacidade de aplicacdo industrial, podendo representar
inclusive uma transformacao no setor, principalmente no que se refere a
aplicacdo de novas matérias-primas, deixando o biodiesel com um
aspecto ainda mais sustentavel. Porém, alguns gargalos ainda precisam
ser resolvidos para sua consolidacdo definitiva, como a reducdo no custo
das enzimas, o que felizmente tem se tornado mais préximo de
acontecer a medida que novas formulacdes estdo sendo desenvolvidas
por empresas de biotecnologia e centros de pesquisas de todo o mundo.
Um dos aspectos que pode contribuir na reducdo de custo ¢ a utilizacdo
de enzimas livres (ndo imobilizadas), ja que o processo de imobilizagéo
€ bastante oneroso e elava seu preco, esta etapa visa principalmente a
posterior reutilizacdo das enzimas, porém em muitos trabalhos recentes
as enzimas livres também estdo sendo reutilizadas com sucesso. Outro
fator a ser aprimorado é a reducéo dos tempos de reacdo, que ainda sdo
elevados. Ou seja, a expansdo e consolidacdo do biodiesel enzimatico
tém perspectivas futuras bastante otimistas, necessitando apenas do
desenvolvimento de novas pesquisas para o aprimoramento dos produtos
e processos aplicados em sua sintese (GOG et al., 2012; HAMA,;
KONDO, 2013; CHRISTOPHER et al., 2014; POPPE et al., 2015; YU
etal., 2015; SUBHEDAR; GOGATE, 2016).

2.4 ENZIMAS

As enzimas sdo substancias organicas, macromoléculas
biologicamente ativas, de natureza proteica ou, em alguns casos,
glicoproteica. O grande papel deste grupo importante de substancias é a
sua funcdo como catalisadores de reacfes bioquimicas, acelerando ou
até mesmo promovendo reacdes de transformacdo de substratos em
produtos que provavelmente ndo aconteceriam ou  seriam
demasiadamente lentas sem a presenca das mesmas. As enzimas atuam
diminuindo a energia de ativacdo para que as reacdes biogquimicas
possam acontecer, sem alteracbes em seu equilibrio, j& que ndo séo
consumidas na reacdo (LEHNINGER et al., 2002; ZENEVICZ, 2015).

As enzimas, substncias presentes em praticamente todos 0s
organismos Vivos e indispensaveis para o funcionamento da propria vida
podem ser extraidas ou produzidas de diferentes formas, com destaque
para a obtencdo das mesmas a partir de culturas de micro-organismos.
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Estas enzimas produzidas comercialmente vém ganhando cada vez mais
espaco para aplicacdes em bioprocessos, tanto nos desenvolvidos
exclusivamente para sua utiliza¢cdo, como em substituicdo a produtos
quimicos efou sintéticos em processos ja existentes. A utilizacdo de
catalisadores bioldgicos permite a aplicacdo de condi¢cdes mais brandas
se comparado aos catalisadores sintéticos, representando menor gasto
energético e maior seguranca. Além disso, é possivel regular a atividade
enzimatica ao variar as condi¢cdes operacionais e, consequentemente,
realizar o controle dos processos (GOG et al., 2012; CHRISTOPHER et
al., 2014; VENERAL, 2014).

A utilizacdo das enzimas em diferentes tipos de bioprocessos
vem crescendo consideravelmente e um dos setores responsaveis por sua
consolidacdo é o de sintese de bioprodutos, seja nas areas alimenticia,
farmacéutica, quimica, agricultura, téxtil, ambiental, biocombustiveis e
bioenergia, dentre inlmeras outras. Fazendo com que muitas empresas
aprimorem suas pesquisas no desenvolvimento, tanto de processos e
produtos gerados a partir das mesmas, como em pesquisas para novas
solugBes enzimaticas que visam o atendimento de novos setores e
indUstrias ou ainda tenham a capacidade de solucionar problemas
existentes nas formulag8es disponiveis atualmente (LEHNINGER et al.,
2002; SIENIAWSKA, 2015).

Um dos grandes empecilhos que historicamente dificultaram a
expansdo dos processos enzimaticos é o alto custo de muitas enzimas
gue, mesmo com seus aspectos tecnoldgicos conhecidos e aprovados,
ndo sdo viaveis economicamente ou ndo tem condicdes de competir com
0s produtos sintéticos. Porém, gracas aos esforcos que pesquisadores de
muitas empresas de biotecnologia, centros de pesquisa e universidades
vém realizando, significativos avangos neste sentido foram conquistados
nos Ultimos anos ou estdo sendo previstos para os préximos. Essa
reducdo de custo estd relacionada a inimeros fatores, como por
exemplo, desenvolvimento de novas formulagGes mais baratas ou com
maior rendimento, possibilidade de desenvolver processos que utilizam
matérias-primas mais acessiveis, desenvolvimento de alternativas que
permitam a reutilizacdo das enzimas, dentre outros. Dessa forma, a
utilizacdo de biocatalisadores enzimaticos tem perspectivas de
crescimento bastante otimistas para os préximos anos (GOG et al., 2012;
CHRISTOPHER et al., 2014).
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2.4.1 Lipases

As lipases (triacilglicerol acil-hidrolases EC 3.1.1.3) séo
produzidas a partir de animais, plantas ou micro-organismos,
principalmente fungos e bactérias. As formulagfes comerciais sdo, em
sua grande maioria, obtidas de fonte microbiana, devido principalmente
aos menores custos de producdo, facilidades operacionais, maior
estabilidade térmica e facil modificacdo de suas estruturas. Elas podem
ser produzidas de forma intracelular ou extracelular, ambas podem ser
utilizadas na producdo de biodiesel, porém a maioria das pesquisas e
aplicacBes sdo realizadas utilizando formulagdes comerciais de lipases
extracelulares (HASAN et al., 2006; ANTCZAK et al., 2009).

As lipases constituem uma das classes mais conhecidas de
enzimas e sdo classificadas como hidrolases. Elas atuam hidrolisando
total ou parcialmente as estruturas do triacilglicerol, reduzindo-o a
acidos graxos livres e glicerol, ou ainda nos intermediarios diacilglicerol
e monoacilglicerol. Possuem a capacidade de agir na interface
6leo/agua, o que viabiliza as reacbes de hidrolise, onde moléculas de
agua sdo necessarias (BROCKMAN et al., 1988; VILLENEUVE et al.,
2000).

Além da hidrdlise, as enzimas podem catalisar uma série de
reacdes bioquimicas, como por exemplo alcodlise, aciddlise, amindlise,
esterificacdo e transesterificacdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Em relacdo a sua especificidade ao substrato, as lipases sdo
divididas em quatro grupos, sendo o primeiro o das ndo especificas onde
ocorre a quebra do triacilglicerol em qualquer posicdo, formando os
acidos graxos e o glicerol de maneira aleatdria; o segundo grupo €
formado pelas lipases regioespecificas, as quais liberam os &cidos
graxos de algumas posi¢des Unicas da molécula de triacilglicerol; o
terceiro grupo é formado pelas lipases estereoespecificas liberando
apenas tipos exclusivos de estereoisdbmeros; ja 0 quarto grupo, mais
seletivo, realiza apenas a liberacdo de um determinado tipo de acido
graxo (MACRAE, 1983; FREITAS et al., 2008).

Algumas caracteristicas das lipases fazem com que as mesmas
apresentem vantagens significativas para aplicacbes em processos
industriais em diferentes setores. As lipases sdo enzimas estaveis e
atuam em uma ampla faixa de pH, possuem elevada especificidade, ndo
requerem cofatores, exigem condigBes menos brandas e requerem, dessa
forma, menor gasto energético nos processos industriais, apesar de
também serem estaveis a altas temperaturas quando se faz necessario e
sdo aplicaveis a uma diversificada gama de materiais, devido & sua
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capacidade de reagir e tolerar condicdes diversas (FAN; QIAN, 2010;
HASAN et al., 2006; HORCHANI, 2012).

Devido as suas muitas aplicacOes, as lipases se destacam entre
as hidrolases, sdo usadas em industrias de produtos de higiene e
limpeza, medicamentos, alimentos (panificacdo, lacteos, carnes, bebidas,
por exemplo), téxteis, papel e celulose, curtumes, cosméticos,
biossensores, tratamento de residuos, além de inimeras outras
aplicacbes e ultimamente tem ganhado espaco no campo dos
biocombustiveis, em especial o biodiesel (MESSIAS et al., 2011;
MENDES et al., 2012).

A Tabela 3 a seguir apresenta alguns trabalhos realizados
empregando-se enzimas na produgdo de biodiesel, em diferentes
condicdes operacionais. Observa-se que, em todos eles, os valores de
produtividade para o teor de ésteres sdo elevados. Em geral a utilizacdo
de enzima na producdo de biodiesel, mesmo com substratos de menor
qualidade, apresenta historicamente bons resultados, porém um dos
grandes entraves para sua aplicacdo em escala industrial sempre foi seu
elevado custo. As novas formulacBes de lipase livre prometem
solucionar esse problema, por terem valor reduzido e altos indices de
produtividade, mesmo em pequenas quantidades.
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Tabela 3 - Sintese de alguns trabalhos realizados com produgéo de biodiesel
através de catélise enzimatica.

Substrato  Alcool Enzima Temp. Tempo Esteres Autor
(W) (h) (%)
Oleo de Etanol  PS 30 lipase 40 8 72 ABIGOR et al.,
palma 2000
Oleode  Metanol  Novozym 30 6 93,8 WANTANABE
soja 435 etal.,
degomado 2002
Oleode  Metanol  Novozym 40 14 92 DU et al., 2004
soja 435
Mistura Etanol Lipozyme 25 7 84 HERNANDEZ-
de 6leos TL IM MARTIN,
vegetais OTERO, 2008
Pinhdo-  Metanol E. 55 48 94 KUMARI et al.,
manso aerogeneses 2009
Oleode  Metanol  Novozym 44,5 12 100 AZOCAR etal.,
cozinha 435 2010
usado
Bagaco Metanol Lipase de 25 24 93 YUCEL, 2011
de Termomyces
azeitona lanuginosus
Oleode  Metanol  Lipozyme 45 30 98,1 YUCEL, 2012
babacu TL IM
Oleode  Metanol Callera 35 24 96,3 CESARINI et
soja bruto Trans L al., 2013
Oleo de Etanol Novozym 50 48 96 NASCIMENTO,
macalba 435 2013
Oleode  Etanol Novozym 65 0,5 75 MICHELIN et
macalba 435 al., 2015

(ultrassom)
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos e analises realizados neste trabalho foram
efetuados nos seguintes locais: Laboratério de Termodinamica e
Tecnologia Supercritica (LATESC), Laboratdrio de Engenharia
Bioquimica (ENGEBIO) e Central de Analises do EQA, pertencentes ao
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos
(EQA) do Centro Tecnoldgico (CTC), além do Laboratério de Oleos e
Gorduras, pertencente ao Departamento de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (CTA) do Centro de Ciéncias Agrarias (CCA). Todos
pertencentes a Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) e
localizados na cidade de Florianépolis/SC.

3.1 MATERIAL
3.1.1 Obtencao e preparo da matéria-prima (substrato)

O 6leo bruto de polpa do fruto da macaiba (Acrocomia
aculeata), utilizado como matéria-prima principal na realizacdo deste
trabalho, foi adquirido da empresa COCAL Oleos Especiais Ltda.,
localizada na cidade de Abaeté/MG.

Apbs o recebimento do oOleo em recipientes adequados, o
mesmo foi triplamente filtrado para a retirada de alguns contaminantes
solidos que estavam presentes, em geral pequenos fragmentos de polpa
gue haviam se misturado ao 6leo durante o processo de extracdo que,
segundo a empresa, € feito mecanicamente por prensagem e sem a
utilizacdo de solventes.

Apos a filtragem observou-se que o 6leo continha ainda uma
espécie de borra em solucéo, fruto também do processo de extragéo pelo
qual o mesmo foi submetido. A fim de melhorar o aspecto e as
condicdes do 6leo e impedir que a transferéncia de massa no reator fosse
comprometida por esses contaminantes, realizou-se uma centrifugacéo
da matéria-prima a 10.000 rpm durante 10 min, em uma centrifuga de
tubos marca Quimis, modelo Q222T. Apos este procedimento, o 6leo de
polpa de macalba bruto foi direcionado para as anélises de
caracterizacdo do mesmo.

3.1.2 Enzima

O catalisador utilizado foi uma formulagdo liquida de enzima
livre (ndo imobilizada) termoestavel desenvolvida recentemente pela
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empresa  Novozymes® com sede em Bagsvaerd na Dinamarca,
denominada NS-40116, produzida e modificada a partir do fungo
termofilico Thermomyces lanuginosus, a qual foi cedida gentilmente
pelo fabricante para a realizagdo de testes e validagdo de suas condi¢Ges
operacionais.

3.1.3 Reagentes

Para as reacOes de sintese dos ésteres metilicos foi utilizado
ainda metanol com 99,8% de pureza em massa, fabricado pela Vetec® e
agua destilada. Nas reacdes de caracterizacdo do 6leo de macauba bruto
empregado como matéria-prima foram utilizados reagentes de grau
analitico, seguindo as exigéncias de todas as metodologias consultadas.
Para a caracterizagdo dos produtos gerados nas reagBes como, por
exemplo, nas analises cromatograficas, também se utilizou apenas
reagentes de grau analitico, seguindo as metodologias aplicadas.

3.1.4 Equipamentos utilizados nas reacgdes

O aparato utilizado como reator na producdo enzimatica dos
ésteres metilicos de acidos graxos (FAMES) a partir do 6leo de polpa de
macalba bruto consiste na utilizacdo de erlenmeyers aletados de 250
mL, onde as aletas internas sdo utilizadas com a finalidade de melhorar
a agitacdo do meio reacional. Representado na Figura 12 a seguir.

Figura 12 - Erlenmeyer aletado utilizado para a producéo dos ésteres metilicos.

Fonte: O Autor.
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Ap6s o preparo do meio reacional, os erlenmeyers eram
acondicionados em uma incubadora com agitacdo orbital (Shaker),
marca Tecnal, modelo TE-424, Figura 13. Em todas as reacles se
utilizou a velocidade orbital de 250 rpm para agitacdo constante e
variou-se 0s seguintes parametros: razdo molar 6leo:alcool, quantidade
de catalisador adicionada, teor de dgua e temperatura, a qual foi mantida
constante em todos os experimentos.

Figura 13 - Incubadora com agitacdo orbital (Shaker) utilizada para a producéo
dos ésteres metilicos.
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3.2 METODOS

3.2.1 Caracterizacdo fisico-quimica do 6leo de polpa de macauba

Para a caracterizacdo fisico-quimica do éleo bruto de polpa de
macalba, utilizado como matéria-prima principal (substrato) na
producdo dos ésteres metilicos, as andlises a seguir foram realizadas.

3.2.1.1 indice de acidez

Na realizacdo da andlise do indice de acidez, a fim de
determinar a quantidade de &cidos graxos livres presentes na matéria-
prima, um procedimento adaptado da metodologia proposta pelo
Instituto Adolfo Lutz foi realizado em triplicata (IAL, 2008).
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Ap6s homogeneizado, mediu-se 2 g do 6leo em um erlenmeyer
de 250 mL, onde foi adicionado em seguida 25 mL de uma solucédo
neutra de éter de petroleo e etanol (2:1 v/v) para a dissolucdo do 6leo e
duas gotas de uma solucdo alcodlica de fenolftaleina a 1%, a qual atua
como indicador. O conteddo do erlenmeyer foi titulado com uma
solucdo de hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1 mol/L até o aparecimento da
coloragdo rosa por no minimo 30 segundos sob forte agitacdo. O indice
de acidez, expresso em mg de KOH/g de 6leo, é determinado pela
Equacdo 1 a seguir:

V-N-56,1
A=——
m
(Equagdo 1)

Onde:
IA = indice de acidez (mg KOH/g);
V = Volume adicionado da solucéo de hidréxido de sddio (mL);
N = Concentrac¢do molar da solugdo de hidréxido de sodio (mol/L);
m = Massa de amostra utilizada (g).

2.2.1.2 indice de perdxidos

Método utilizado para determinar o grau de oxidacdo das
amostras de dleos ou gorduras, tendo em vista que os perdxidos séo
considerados os produtos primarios da oxidagdo desses materiais. Este
método determina todas as substancias, em termos de miliequivalentes
de peréxido por kg de amostra, que oxidam o iodeto de potassio nas
condices do teste. Foram realizadas analises, em triplicata, conforme as
metodologias recomendadas pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

Mediu-se 5 g de amostra em um frasco erlenmeyer de 250 mL e
adicionou-se a este 30 mL de uma solucdo de &cido acético e
cloroférmio (3:2 v/v) seguido de agitacdo até a dissolugdo da amostra.
Em seguida, 0,5 mL de uma solucdo saturada de iodeto de potassio foi
adicionada e deixou repousar ao abrigo da luz por exatamente 1 min.
Acrescentou-se entdo 30 mL de agua e foi realizada uma titulagdo com
solucdo de tiossulfato de sédio 0,1 mol/L, com constante agitacdo.
Continuou-se a titulacdo até que a coloracdo amarela tivesse
desaparecido. Adicionou-se entdo 0,5 mL de uma solucdo saturada de
amido soltvel (indicador) e prosseguiu a titulacdo até o completo
desaparecimento da coloracdo azul. Também foi preparada e titulada
uma prova (branco) nas mesmas condi¢des. O indice de peroxidos,
expresso em mg de KOH/kg de amostra, é determinado pela Equagéo 2
a seguir:
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_(A-B)-N-1000
- m

P

(Equacéo 2)
Onde:
IP = Indice de perdxidos (mg KOH/kg);
A = Volume da solucdo de tiossulfato de sodio gasto na titulagcdo da
amostra (mL);
B = Volume da solucgdo de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo do branco
(mL);
N = Concentracédo molar da solucdo de tiossulfato de sédio (mol/L);
m = Massa de amostra utilizada (g).

3.2.1.3 indice de saponificacio

Método utilizado para determinar a quantidade de alcali
necessaria para saponificar uma quantidade definida de amostra. Os
procedimentos descritos por Santos (2013) foram realizados em
triplicata.

Mediu-se 2 g de amostra em um bal&o de fundo chato, onde foi
adicionada em seguida uma solucdo alcodlica de hidréxido de potéssio
0,1 mol/L seguido de agitacdo para dissolugdo completa da amostra. Em
outro baldo de fundo chato de 250 mL colocou-se 25 mL de KOH 0,1
mol/L para servir como prova (branco). Em seguida os baldes foram
adaptados a condensadores de refluxo e realizou-se o aquecimento dos
mesmos através de um banho termostatico para volatilizacdo, por 30
min. A cada 5 min, a solucdo era agitada para promover uma melhor
dissolucdo da mesma. Apés retiradas do aquecimento, 1 mL de solucédo
do indicador fenolftaleina 1% foi adicionado nas solucfes, e as mesmas
foram tituladas com solucdo de acido cloridrico (HCI) 0,5 mol/L até o
desaparecimento da cor rosa. O indice de saponificacdo, expresso em
mg KOH/g de amostra, foi determinado pela Equacdo 3 a seguir:

_(B—A4)-N-56,1
B m

IS

(Equagéo 3)
Onde:
IS = Indice de Saponificacio (mg KOH/g);
B = Vol. da sol. de &cido cloridrico utilizado na titulagao do branco (mL);
A = Volume da solucdo de &cido cloridrico utilizado na titulacdo da
amostra (mL);
N = Concentrac¢io molar da solugdo de acido cloridrico (mol/L);
m = Massa de amostra utilizada (g).
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3.2.1.4 indice de refracéo

Conforme Willard (1974) o indice de refracdo pode ser um
instrumento para determinar o grau de pureza de algumas substancias,
ao avaliar a refracdo da luz nas mesmas em comparacdo a refracdo da
luz em substancias conhecidas, como o ar e a &agua. Além da
determinacdo do teor de solidos solUveis presentes na mesma.

Analises visuais do indice de refracdo foram realizadas, em
triplicata, utilizando-se um refratdbmetro Abbe de bancada, marca
Quimis, modelo Q767B, calibrado para 25 °C (AMARAL, 2007).

3.2.1.5 Densidade

A densidade ¢ uma medida simples de ser realizada e
correlaciona a massa de uma sustancia com o volume ocupado pela
mesma. Em geral, para 6leos ela € um pouco menor do que a da agua,
considerado o padrdo unitario.

E expressa em g/cm? e sua determinacdo foi realizada, em
triplicata, pesando-se, em uma balanca analitica, a quantidade de
amostra capaz de ser adicionada em um baldo volumétrico de 10 mL,
previamente tarado, até atingir o menisco do mesmo. Apoés isso, a
densidade do 6leo de macauba foi determinada conforma a Equacéo 4:

m
P=y
(Equacéo 4)
Onde:
p = Densidade (g/cm3);
m = Massa da amostra utilizada (g);
V = Volume do baldo (cm3).

3.2.1.6 Umidade

A umidade da amostra, que prediz o teor de agua presente na
mesma, foi determinada através do Método Karl Fisher. Para realiza¢éo
do mesmo utiliza-se o reagente Karl Fisher (constituido por uma mistura
de iodo, dioxido de enxofre e piridina em metanol), com este reagente
podem ser determinadas pequenas quantidades de agua. Conforme Park
e Antonio (2006) ocorre uma reacdo onde o iodo é reduzido pelo
dioxido de enxofre na presenca da agua:

|2+SOQ+2H20—>2H| +H2804
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Essa titulacdo fornece os valores referentes a agua total: agua
livre mais agua de hidratacdo. Para determinacdo da umidade (% m/m)
na amostra, o procedimento a seguir foi realizado em triplicata:

Utilizou-se um titulador manual, marca Quimis, modelo Q349-
2. O titulante empregado foi uma solucdo comercial do reagente Karl
Fisher. Adicionou-se primeiramente metanol ao copo do reator,
cobrindo a ponta do eletrodo, realizando-se entdo uma titulacdo até o
aparelho apresentar cor vermelha no sensor. E realizada uma fatoragéo
com agua para determinar o fator de corre¢do, conforme a Equacéo 5:

F m,-1000
Ty
(Equacéo 5)
Onde:
Fc = Fator de correcéo;
m, = Massa de amostra utilizada (g);

V = Volume gasto da solugéo Karl Fisher (mL).

Em seguida, a amostra para andlise foi pesada e colocada no
frasco do reator Karl Fisher onde continha o metanol seco. Fazendo com
gue o sensor voltasse para a coloragdo verde (umidade), seguiu-se a
titulacdo até voltar a coloragdo vermelha no mesmo (seco). Em seguida,
foi realizado o calculo da umidade ou teor de agua da amostra:

V-Fc
T 10-m,
(Equagéo 6)
Onde:
U = Umidade ou teor de 4gua na amostra (% m/m);
V = Volume gasto da solugdo Karl Fisher (mL);
Fc = Fator de correcéo;
m, = Massa de amostra adicionada (g).

3.2.1.7 Viscosidade

A viscosidade da amostra, que representa a resisténcia de um
fluido ao escoamento foi determinada, em triplicata, utilizando-se um
viscosimetro marca TermoHaake, modelo Visco Tester 6. O mesmo
apresenta os valores referentes & viscosidade dindmica, expressa em
mPas, equivalente a 1 cP (centipoise).
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3.2.2 Determinacao do perfil de acidos graxos

A andlise do perfil de &cidos graxos se faz necessaria para uma
caracterizacdo mais minuciosa da matéria-prima utilizada na producéao
dos ésteres metilicos, pois tais estruturas sdo obtidas justamente a partir
da reacdo de sintese entre os acidos graxos e o alcool utilizado, neste
caso, o metanol. Dessa forma, conhecendo-se o perfil de &cidos graxos
presentes na matéria-prima € possivel determinar também o perfil de
ésteres metilicos presentes no produto final (biodiesel).

A determinacdo do perfil de &cidos graxos do 6leo de polpa de
macauba utilizado para a producdo dos ésteres metilicos foi realizada no
Laboratdrio de Oleos e Gorduras localizado no Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal de Santa Catarina, seguindo a
metodologia utilizada por Salvador (2014).

Primeiramente as amostras, em duplicata, foram metiladas
seguindo a metodologia de O’Fallon (2007), com algumas pequenas
alteracBes. 0,7 mL de uma solucdo de KOH a 10 mol/L e 5,3 mL de
metanol foram adicionados em 100 pL de 6leo, previamente colocado
em um tubo de ensaio, seguido de uma agitagdo constante por 5 min e
incubacédo dos tubos em um banho termostatico a 55 °C por 1,5 h. Apos,
580 uL de solugdo de &cido sulfurico a 12 mol/L foram adicionados
seguido de nova incubagdo a 55 °C por mais 1,5 h. Para finalizar esta
etapa, 3 mL de hexano foram adicionados aos frascos, seguido de
centrifugacdo para retirada do sobrenadante.

O sobrenadante foi injetado no cromatdgrafo gasoso equipado
com injetor split (razdo do Split 1:40). As condicGes de analise foram;
Cromatografo Gasoso Capilar — GC 2010 — Shimadzu; coluna capilar:
HP 88 (88% cianopropil metilpolisiloxano) de silica fundida, dimensdes
de 100 m, @ int: 0.25 mm, 0.20 um filme.; condi¢bes de operacdo do
cromatografo: split: 1:150; fluxo da coluna: 0,92 mL/min.; temperatura
do detector: 260 °C; temperatura do injetor: 150 °C; temperatura do
forno: 140 °C/6 min, 140 °C a 240 °C (taxa de aquecimento de 4
°C/min), 240 °C/6 min; gas auxiliar (make up gas): nitrogénio; gas de
arraste: hélio; volume injetado: 1 pL. Cada sobrenadante foi injetado
duas vezes no cromatdgrafo (SALVADOR, 2014).

Para fim de identificacdo dos picos gerados nos cromatogramas
foram utilizados os padrbes Supelco Mix 37 com 37 ésteres metilicos
conhecidos e o padrdo GLC 20 A com 7 ésteres metilicos conhecidos e
que apresentava 0s principais constituintes do material analisado.

Cada um dos picos gerados nos cromatogramas refere-se a um
dos &cidos graxos presentes no 6leo analisado e sua identificacdo foi
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feita conforme seu tempo de retencdo, em comparacdo aos picos gerados
nas andlises dos padrGes, onde todos os picos eram conhecidos
conforme sua ficha técnica fornecida pelo fabricante. J& a quantificacéo
do percentual de cada acido graxo detectado foi realizada integrando-se
a area sob a curva de seu pico e comparando-a com a soma total das
areas de todos o0s picos, a qual corresponde a 100%.

3.2.2.1 Célculo da massa molar do 6leo de polpa de macauba

Com o resultado da determinacdo do perfil de &cidos graxos, foi
possivel realizar o calculo da massa molar do 6leo de polpa de macauba.
Esta informacdo é fundamental para o conhecimento das condicdes de
reacdo utilizadas na producdo dos ésteres metilicos, pois alguns
pardmetros, como a adicdo de &lcool ao meio reacional, se baseiam na
relacdo estequiométrica do mesmo em relagdo a matéria-prima.

A massa molar, expressa em g/mol, foi calculada conforme a
Equacéo 7 desenvolvida por Chaves (2008).

X(X; - M)

M=3-22 Y
X X;

+ 38,04 g/mol

(Equagdo 7)
Onde:
M = Massa molar do éleo (g/mol);
Xi = Fragdo molar de cada um dos acidos graxos presentes;
M; = Massa molar de cada um dos acidos graxos presentes (g/mol).

OBS: A fragdo é multiplica por 3 pois cada molécula de triacilglicerol que
compdem o 6leo é formada por trés moléculas de acidos graxos. O valor de
38,04 g/mol se refere a diferenga entre a massa molar do glicerol e das trés
moléculas de &gua que substituem o mesmo quando os acidos graxos sado
liberados.

3.2.3 Determinacao da atividade enzimatica da NS-40116

A determinacdo da atividade enzimatica (hidrolitica) da
formulacdo liquida da lipase NS-40116, utilizada como catalisador nas
reacdes de producdo dos ésteres metilicos a partir do 6leo de polpa de
macauba bruto foi realizada em triplicata seguindo a metodologia
descrita por Chiou e Wu (2004).

Utilizou-se 50 mL de p-nitrofenil palmitato (p-NPP) como
substrato, dissolvidos em 100 mL de etanol. O aumento da absorbancia,
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a 410 nm, causado pela liberagdo do p-nitrofenol na hidrélise do p-NPP,
foi determinado em espectrofotdmetro. Um volume de 0,1 mL da lipase
livre foi adicionado a uma mistura contendo 1 mL de solucdo de p-NPP
0,5% (m/v) e 0,5 mg/L de solucdo tampdo fosfato (pH 7) incubados por
5 min a 30 °C. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 2 mL de
solucdo de carbonato de sédio (Na,COsz) 0,5 mg/L, seguido de
centrifugacdo por 10 min a 10.000 rpm. Retirou-se 0,5 mL do
sobrenadante, o qual foi diluido 10 vezes em agua destilada e entdo sua
absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro UV/VIS, a 410 nm.
Utilizou-se um coeficiente de extingdo molar (g419) de 15.000 M*em™?
para o p-nitrofenol. Uma unidade (U) de atividade enzimdtica foi
definida como sendo a quantidade de enzima que catalisa a producéo de
1 pmol de p-nitrofenol por minuto, nas condi¢Bes experimentais
utilizadas. A atividade foi expressa em U/mL (CHIOU; WU, 2004).

3.2.4 Producao dos ésteres metilicos

A producdo dos ésteres metilicos ocorreu em erlenmeyers
aletados de 250 mL (Figura 12), os quais foram acondicionados em uma
incubadora com agitacdo orbital (Shaker), marca Tecnal, modelo TE-
424 (Figura 13). Em todos os experimentos utilizou-se 100 g de 6leo de
polpa de macalba bruto e uma velocidade constante de agitacdo orbital
de 250 rpm.

As variaveis independentes avaliadas foram:

e Temperatura;

e Razdo molar 6leo:alcool*;

e Concentracdo do composto enzimatico em relacdo a massa de
6leo utilizada;

e Teor de 4gua adicionada em relacdo a massa de 6leo utilizada.

* A quantidade de alcool (metanol) necessaria em cada um dos
experimentos foi dividida e adicionada em 6 partes iguais, nos tempos O,
1,2, 3,4e5h de reagdo, com a finalidade de ndo causar a inativacdo da
enzima pelo excesso de alcool. Dessa forma, 0 mesmo ja era consumido,
em sua maior parte, na medida em que eram realizadas as adi¢fes ao
meio reacional. Esse procedimento seguiu uma orientagdo do fabricante
da enzima (NOVOZYMES, 2014).

Todos os experimentos realizados para producdo dos ésteres
metilicos, bem como a sequéncia dos mesmos, sdo apresentados a
seguir.
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3.2.4.1 Planejamento e ordem dos experimentos

A fim de determinar, entre as quatro variaveis analisadas, quais
destas interferiam significativamente nos intervalos avaliados,
inicialmente realizou-se um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) onde todos os parametros foram analisados ao mesmo tempo.
Este DCCR era composto por 16 pontos fatoriais (niveis -1 e +1), 8
pontos axiais (niveis —a e +a que nesse caso representam os niveis -2 e
+2) e 6 pontos centrais (nivel 0), representando um total de 30
experimentos. O esquema desse planejamento inicial esta representado
na Tabela 4, onde também estéo os valores reais utilizados em cada um
dos niveis, para os parametros avaliados. Os intervalos utilizados para
cada uma das variaveis analisadas foram determinados a partir de dados
encontrados na literatura, onde tentou-se englobar as condi¢Ges de maior
conversdao encontradas por autores que trabalharam com sistemas
reacionais similares, além da analise dos resultados de alguns testes ja
feitos anteriormente pelo grupo de pesquisa. O tempo de duracdo destes
experimentos foi de 8 h, também definido apds analise dos resultados de
alguns trabalhos encontrados na literatura em que se utilizava catalise
enzimatica para producdo de ésteres metilicos a partir de diferentes
matérias-primas, percebeu-se que com esse tempo ja era possivel atingir
um valor proximo a maxima conversao e, dessa forma, poder avaliar
quais variaveis eram significativas e se essa interferéncia era positiva ou
negativa. A variavel dependente foi o teor de ésteres no produto final.

Tabela 4 - Valores das varidveis independentes utilizadas no 1° DCCR.

Variaveis Niveis
-2 -1 0 +1 +2
Temperatura (°C) 35 40 45 50 55
Razéo molar dleo:4lcool 1:3 145 1:6 1:75 19
Conc. do comp. enzimético (% m/m) 0,05 0,25 0,45 0,65 0,85
Conc. de agua (% m/m) 0 1 2 3 4

Como se trabalhou com um nimero alto de varaveis
independentes, todas analisadas ao mesmo tempo em intervalos
significativamente grandes e também devido ao fato de se utilizar um
catalisador bioldgico, nesse primeiro planejamento se avaliou o0s
resultados a um nivel de significancia de 90%, o qual j& traz bastante
relevancia aos resultados, tendo-se em vista as condi¢cdes empregadas.

Apos a andlise estatistica dos resultados obtidos neste DCCR
inicial, em relagdo ao teor de ésteres produzidos (variavel dependente),
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se determinou quais varidaveis independentes interferiam
significativamente nos resultados. Apos isso, se padronizou aguelas
variaveis que ndo causavam interferéncia no resultado, em um valor
determinado apds analise criteriosa dos resultados e das condicfes de
processo utilizadas, e se realizou um novo DCCR, agora apenas com as
variareis que interferiram significativamente na variavel dependente no
1° DCCR, nos intervalos avaliados. As varidveis independentes e as
condicBes deste 2° DCCR estdo expostas na secdo Resultados e
Discussdo, pois as mesmas sao parte da avaliacdo dos resultados obtidos
no planejamento experimental realizado inicialmente.

No segundo Delineamento Composto Central Rotacional, agora
com apenas as variaveis mais relevantes e interferentes no resultado
final, e trabalhando mais préximo da condicdo de maior conversdo, a
avaliacdo dos resultados experimentais foi realizada com um nivel de
significancia de 95%.

Em seguida, com o intuito de avaliar a reacdo no decorrer do
tempo, realizaram-se cinéticas destrutivas de producdo dos ésteres
metilicos, com coleta e anlise dos resultados em 0, 2, 4, 6, 8, 18, 24, 32,
40 e 48 h. Para a realizacdo destas cinéticas, foram utilizadas as
condicbes de maior producdo de ésteres, a partir do segundo
planejamento experimental realizado.

3.2.4.2 Purificacdo dos ésteres produzidos

Ap6s o término das reacdes no Shaker, era realizada uma
centrifugacdo do meio reacional, a qual tem a finalidade de separar o0s
ésteres produzidos (biodiesel) do glicerol e do composto enzimatico,
além de outras substancias que poderiam estar em solucdo, como
residuos de agua e alcool, por exemplo. Esta separacao era realizada em
uma centrifuga de tubos marca Quimis, modelo Q222T, onde 0 meio
reacional resultante dos experimentos era centrifugado a 10.000 rpm
durante 15 min.

Apos a centrifugagdo, o sobrenadante (fase rica em ésteres) era
colocado em frascos ambar especificos para essa finalidade e se realizou
uma evaporacdo a fim de eliminar o alcool nédo reagido e a gua residual
gue poderia ainda estar presente.

Utilizou-se uma estufa a vacuo marca Quimis, modelo Q819V2,
a qual era acoplada a uma bomba a vacuo de mesma marca e modelo, na
temperatura de 80 °C e pressdo de 0,1 bar, até que as amostras
atingissem massa constante.
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3.2.5 Analise dos produtos gerados

3.2.5.1 Determinacéo do teor de ésteres

Para a quantificacdo do teor de ésteres metilicos no produto
final, as amostras foram preparadas medindo-se 0,25 g das mesmas em
um baldo volumétrico de 10 mL e completando-se o volume deste com
n-heptano. Ap6s homegeneizado, transferiu-se uma aliquota de 50 pL da
solucdo para um baldo volumétrico de 1 mL, onde também foi
adicionado 50 pL do padrdo interno heptadecanoato de metila na
concentracdo de 5 g/L e o volume foi novamente completado com n-
heptano.

Em seguida, 1 pL desta solugdo foi injetado em um
cromatdgrafo gasoso (CG), marca Shimadzu (modelo 2010), o qual
possui injetor automatico (Split) e detector de ionizacdo de chama
(FID). Utilizou-se uma coluna capilar Rtx-WAX (30 m x 0,25 mm X
0,25 mm) seguindo as condi¢des cromatograficas descritas na Norma
EN 14103:2003, do Comité Europeu de Padroniza¢fes (European
Standard).

Utilizou-se uma temperatura inicial na coluna de 120 °C durante
1 min, seguido de um aquecimento na taxa de 15 °C/min até atingir 180
°C, permanecendo entdo por 2 min nessa temperatura, em seguida
realizou-se um novo agquecimento a uma taxa de 5 °C/min até 250 °C,
permanecendo assim por mais 2 min. Ar sintético e nitrogénio foram
utilizados como gas de araste e a temperatura do injetor e do detector
foram de 250 °C, com uma taxa Split de 1:50. Possibilitando assim, a
determinacdo do teor de ésteres metilicos produzidos nas reacGes, 0
calculo utilizado esta expressos na Equacdo 8 a seguir.

A—A,; C,
TE:(u.ﬂ).loo
Api Ca

(Equacéo 8).

Onde:

TE = Teor de ésteres metilicos na amostra analisada (% m/m);

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

A= Area do pico do padrao interno cilicilato de metila (C8:0);

Cpi = Concentracdo do padréo interno silicilato de metila na amostra
injetada (mg/L);

C, = Concentragdo da amostra diluida em n-heptano (mg/L).
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3.2.5.2 Determinacao do indice de acidez

A determinacdo do indice de acidez nos produtos gerados
seguiu a mesma metodologia descrita no item 3.2.1.1, para a matéria-
prima.

3.2.6 Avaliacéo dos resultados

3.2.6.1 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software STATISTICA® 7.0, seguindo os niveis de significancia
determinados em cada situagdo, conforme as condicGes utilizadas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Este capitulo apresenta os resultados encontrados durante a
realizacdo dos experimentos, bem como a discusséo e contextualizacéo
dos mesmos. E apresentada, além de analises de caracterizag@es, tanto
da matéria-prima utilizada como dos produtos finais das reaces, um
estudo detalhado sobre a influéncia dos parametros temperatura,
concentracdo de catalisador, concentracdo de agua e razdo molar
6leo:alcool, na producgdo de ésteres metilicos a partir de 6leo de polpa de
macalba bruto (Acrocomia aculeata) via catdlise enzimatica.
Destacando o fato de este trabalho ser realizado com uma formulagéo
muito recente de enzima livre, a Novozymes® NS-40116, e dessa forma
a mesma apresenta pouquissimos dados referentes a sua utilizacdo na
literatura. N&o foi encontrado nenhum trabalho em que este
biocatalisador estivesse sendo aplicado na producéo de biodiesel a partir
de 6leo de macauba.

4.1 CARACTERIZAGAO DA MATERIA-PRIMA

Antes de se realizar a caracterizagdo da matéria-prima e sua
utilizacdo na producéo dos ésteres metilicos, a mesma foi submetida a
um pré-tratamento, constituido de uma filtragem e de centrifugacéo.
Essa filtragem foi realizada com o objetivo de retirar alguns
contaminantes solidos que ainda estavam presentes no mesmo apds seu
recebimento, provavelmente residuos da prépria polpa e casca do fruto
da macalba, ja que a extracdo do 6leo é realizada através de prensagem.
A Figural4 apresenta um exemplo dos residuos retirados nesta etapa.

Figura 14 - Residuos solidos retirados do 6leo de polpa

de macauba bruto.

"¢

Fonte: O Autor.
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Apo6s a filtragem inicial se percebeu que a matéria-prima
apresentava ainda uma espécie de borra, formada através de residuos da
polpa que haviam ficado no dleo apds sua extracdo. A fim de ndo
comprometer a transferéncia de massa durante as reacdes de sintese dos
ésteres metilicos e com o intuito de se trabalhar apenas com o 6leo
extraido da polpa de macalba, foi realizada uma centrifugacdo do
mesmo a 10.000 rpm durante 10 min. A Figura 15 representa o 6leo
antes e depois dessa centrifugacdo, onde € possivel verificar visualmente
uma melhora significativa em seu aspecto.

Figura 15 - Oleo de polpa de macauba bruto antes e depois da centrifugacéo.

Fonte: O Autor.

4.1.1 Analises fisico-quimicas

A Tabela 5 apresenta os resultados das andlises de
caracterizacdo fisico-quimica realizadas para o 06leo de polpa de
macalba bruto utilizado na producdo dos ésteres metilicos. Todos os
valores foram obtidos em triplicata e seguindo metodologias
amplamente utilizadas. Os resultados estdo préximos aos encontrados na
literatura para este mesmo material. Também sdo apresentados os
resultados encontrados por Amaral (2007) que realizou um estudo
fisico-quimico detalhado do 6leo de polpa de macadba.
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Tabela 5 - Resultados das andlises fisico-quimicas do dleo de polpa de macadba
bruto utilizado na producdo dos ésteres metilicos.

Parametros avaliados Resultados Amaral (2007)

indice de acidez (mg KOH/g) 83,39 + 0,42 59,9
indice de peroxidos (meg/kg) 6,25+0,3 27,28
indice de saponificagio (mg KOH/g) 195,88 + 5,27 211,8
indice de refracéo (a 25°C) 1,475 + 0,005 1,462
Densidade (g/cmd) 0,9027 + 0,006 0,9193
Umidade (% m/m) 1,219 £ 0,042 0,886
Viscosidade (mPas) 57,7+0,2 51,01

Os resultados da Tabela 5 demonstram que esse tipo de matéria-
prima ndo se aplica diretamente nos processos convencionais de
producdo de biodiesel utilizados atualmente pelas industrias, os quais
sdo majoritariamente realizados com catalisadores quimicos alcalinos.
Algumas caracteristicas como a elevada acidez e o teor de dgua presente
provocariam a formacdo de outros produtos como os sais de &cidos
graxos (sabdo) ao invés dos ésteres de acidos graxos (biodiesel) durante
0s processos quimicos. Podendo-se concluir que a matéria-prima
utilizada neste trabalho, apesar de possuir muitas vantagens
agronémicas e elevada produtividade, ndo tem aplicacdo direta nos
processos convencionais de producdo de biodiesel, a ndo ser que a
mesma seja submetida a etapas preliminares, como desacidificagéo e
secagem, 0 que ocasionaria um aumento consideravel nos custos de
producao.

4.1.2 Perfil de 4cidos graxos

O perfil de &cidos graxos do dleo de polpa de macadba foi
obtido por cromatografia gasosa (CG), onde através de um
cromatograma é possivel identificar quais os constituintes do 6leo, em
termos de acidos graxos, bem como o percentual de cada um.

A Figura 16 apresenta o cromatograma resultante onde, com
uso de padrdes conhecidos, foi possivel identificar a qual &cido graxo
cada um dos picos se refere. Nesta figura foram identificados, através de
uma legenda numérica, todos estes picos e na Tabela 6 estdo as
informacBes a respeito dos mesmos como sua nomenclatura e o
percentual que o mesmo ocupa ha constituicdo do material analisado.
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Figura 16 - Cromatograma representando o perfil de &cidos graxos presentes no
6leo de polpa de macauba utilizado.
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Fonte: O Autor.

Tabela 6 - Composicao dos acidos graxos presentes no 6leo de polpa de
macauba utilizado.

Identificacio Acidos Graxos Proporcéo (% molar)
1 Acido Capréico (C6:0) 0,26
2 Acido Caprilico (C8:0) 0,26
3 Acido Céprico (10:0) 0,25
4 Acido Laurico (C12:0) 2,76
5 Acido Miristico (C14:0) 0,66
6 Acido Palmitico (C16:0) 10,79
7 Acido Palmitoleico (C16:1) 1,69
8 Acido Esteéarico (C18:0) 1,50
9 Acido Oleico — @9 (C18:1) 71,79
10 Acido Linoleico — w6 (C18:2) 9,28
11 Acido Linolénico — 03 (C18:3) 0,76

Observa-se na Tabela 6 que o &cido graxo predominante no éleo
de polpa de macalba é o &cido oleico, um &cido graxo insaturado, o
mesmo representa mais de 70% da composicdo do dleo. Seguido pelos
acidos palmitico e linoleico, com aproximadamente 10% cada e pelo
acido laurico com quase 3% da composi¢do, 0s demais constituintes
estdo presentes em quantidades muito pequenas.
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4.1.3 Massa molar do 6leo de polpa de macatba

Apbs a determinacdo do perfil de acidos graxos foi possivel
calcular a massa molar para o 6leo de polpa de macalba utilizado na
producdo dos ésteres metilicos. O valor calculado da massa molar (M) é
de 863,93 g/mol, valor proximo aos encontrados por Gonzalez (2012) e
Andrade (2006) que foram de 861,17 e 866 g/mol, respectivamente. Este
dado é indispensavel para a realizacdo das reacGes de sintese dos ésteres
metilicos, ja que a adicdo de 4&lcool é realizada de maneira
estequiométrica em relagéo ao 6leo.

4.2 ATIVIDADE ENZIMATICA DA LIPASE LIVRE NS-40116

A atividade enzimatica (hidrolitica) do composto enzimatico
liquido utilizado como catalisador bioldgico na producdo dos ésteres
metilicos, o qual é constituido basicamente pela enzima livre
Novozymes® NS-40116, produzida e modificada a partir do fungo
termofilico Thermomyces lanuginosu, foi determinada em triplicata e
seu valor corresponde a 3,29+0,19 U/mL.

4.3 PRODUCAO DOS ESTERES METILICOS

Todos os experimentos realizados para producdo dos ésteres
metilicos ocorreram em erlenmeyers aletados de 250 mL, os quais foram
mantidos fechados com uso de tampas, para evitar a evaporacdo do
alcool durante a reagdo. Os mesmos eram agitados constantemente a 250
rpm, através de uma incubadora com agitacdo orbital (Shaker), a qual
também era responsavel por manter constante a temperatura, em cada
uma das condi¢des analisadas.

Ap6s o término da reacdo, os frascos eram retirados do
equipamento e seu contelido centrifugado a 10.000 rpm durante 15
minutos para a separacdo das fases. A Figura 17 exemplifica como
ficavam as solugdes apos centrifugacdo, é possivel ver claramente a
formacdo de 3 fases, sendo a superior a fase rica em ésteres metilicos
(fase do biodiesel), a fase intermediaria é rica no composto enzimatico
utilizado como catalisador e a fase inferior contém o glicerol, além da
maior parte do alcool nédo reagido e da agua residual ao final da reacao.

Por se tratar de um catalisador enzimético, a purificacdo do
glicerol produzido se faz com grande facilidade. Sendo que o mesmo
também apresenta qualidade superior ao glicerol resultante dos
processos quimicos (RANGANATHAN et al., 2008; YU et al., 2015).
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Figura 17 - Separacdo de fases ap6s a centrifugagdo dos produtos gerados na
reacdo de sintese enzimética dos ésteres metilicos.

Fonte: O Autor.

Ap06s a centrifugacdo, a fase superior era coletada e submetida a
estufa a vacuo na temperatura de 80 °C e pressao de 0,1 bar, até atingir
massa constante, para a evaporacdo do &lcool e da agua residuais que
ainda poderiam estar presentes na mesma. Em seguida eram realizadas
as analises para determinacdo do teor de ésteres e indice de acidez.

4.3.1 Planejamento experimental inicial

4.3.1.1 Teor de ésteres

A producdo dos ésteres metilicos a partir do 6leo de polpa de
macalba ocorreu inicialmente através de um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), onde as quatro varidveis independentes
foram avaliadas ao mesmo tempo, sendo elas: temperatura (35 a 55 °C),
razdo molar o6leo:dlcool (1:3 a 1:9 ou 1 a 3 -equivalentes
estequiomeétricos), concentracdo do composto enzimatico (0,05 a 0,85%
m/m em relacdo a massa de 6leo utilizada) e teor de &gua adicionado (0
a 4% m/m em relacdo a massa de Oleo adicionada), valores estes
determinados a partir de alguns levantamentos realizados na literatura e
de recomendaces do fabricante da enzima.
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Este DCCR era composto por 16 pontos fatoriais (niveis -1 e
+1), 8 pontos axiais (niveis —o e +o que nesse caso representam os
niveis -2 e +2) e 6 pontos centrais (nivel 0), correspondendo a um total
de 30 experimentos. A Tabela 7 apresenta todos o0s experimentos
realizados nesse planejamento experimental inicial, bem como o0s
valores reais e codificados (entre parénteses) de cada uma das variaveis
independentes analisadas, além do resultado, varidvel dependente, para
cada experimento, que corresponde ao teor de ésteres presentes no
produto final.

Todas as reagdes deste planejamento experimental ocorreram
com duracdo de 8 h e apds a analise cromatografica dos produtos
gerados em cada uma delas, para determinacdo do teor de ésteres
metilicos, se realizou a analise estatistica dos resultados através do
software STATISTICA® 7.0, a um nivel de significancia de 90%. Este
pardmetro foi escolhido levando-se em consideracdo o nimero elevado
de variaveis independentes e o fato de se trabalhar com um catalisador
bioldgico.

Tabela 7 - Valores reais e codificados das variaveis independentes utilizadas no
primeiro planejamento DCCR e o resultado final em relacdo ao teor de ésteres
metilicos produzidos.

Temperatura*  Oleo:Alcool**  Enzima*** Agua*** Teor Esteres***

40 (-1) 145 (-1) 025(-1)  1,0(-1) 74,45
50 (+1) 1:4,5 (-1) 025(-1)  1,0(-1) 74,15
40 (-1) 17,5 (+1) 025(-1)  1,0(-1) 65,32
50 (+1) 1:7,5 (+1) 025(-1)  1,0(-1) 48,11
40 (-1) 1:45 (-1) 065(+1)  1,0(1) 84,78
50 (+1) 1:4,5 (-1) 065(+1)  1,0(-1) 82,14
40 (-1) 17,5 (+1) 065(+1)  1,0(-1) 75,13
50 (+1) 1:7,5 (+1) 065(+1)  1,0(-1) 73,33
40 (-1) 1:45 (-1) 025(-1)  3,0(+1) 74,55
50 (+1) 1:45 (-1) 025(-1)  3,0(+1) 76,00
40 (-1) 17,5 (+1) 025(-1) 3,0 (+1) 71,99
50 (+1) 1:7,5 (+1) 025(-1)  3,0(+1) 68,56
40 (-1) 1:4,5 (-1) 065(+1)  3,0(+1) 84,29
50 (+1) 1:4,5 (-1) 065(+1) 3,0 (+1) 81,47
40 (-1) 17,5 (+1) 065(+1)  3,0(+1) 74,34
50 (+1) 17,5 (+1) 065(+1) 3,0 (+1) 74,20
35 (-2) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0 (0) 75,76
55 (+2) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0 (0) 67,53
45 (0) 1:3(-2) 0,45 (0) 2,0 (0) 72,42
45 (0) 1:9 (+2) 0,45 (0) 2,0 (0) 71,97

45 (0) 1:6 (0) 0,05 (-2) 2,0 (0) 44,27
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(Cont.)

Temperatura*  Oleo:Alcool**  Enzima***  Agua***  Teor Esteres***
45 (0) 1.6 (0) 0,85(+2) _ 2,0(0) 70,56
45 (0) 1:6 (0) 045(0)  00(2) 10,04
45 (0) 1:6 (0) 045(0) 4,0 (+2) 79,54
45 (0) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0 (0) 74,88
45 (0) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0 (0) 77,62
45 (0) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0(0) 79,33
45 (0) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0 (0) 74,08
45 (0) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0(0) 76,16
45 (0) 1:6 (0) 0,45 (0) 2,0 (0) 76,03

* A temperatura é expressa em °C.

** Os valores se referem a razdo molar entre 6leo e alcool, 1:3 por exemplo,
significa que foram utilizados 3 mols de metanol para cada mol de 6leo. Como
cada molécula de triacilglicerol que constitui o 6leo é formada por trés
moléculas de acido graxo, 1:3 se refere a 1 equivalente estequiométrico.

*** Estdo expressos em percentual (% m/m), em relacdo & massa de Oleo
adicionada, a qual foi de 100 g em todos os experimentos. Com excecéao do teor
de ésteres, onde este percentual é em relagdo ao produto final da reac&o.

Pode-se obsevar que os valores referentes ao teor de ésteres
produzidos variaram de uma condicdo para outra, sendo o maior valor
atingido (84,78% m/m) na condicdo de 40 °C, razdo molar 6leo:alcool
de 1:4,5 (1,5 eqv.), 0,65% m/m do composto enzimético e 1,0% m/m de
agua adicionada, o valor encontrado é bastante significativo para este
tipo de matéria-prima. Michelin et al. (2015) empregaram 6leo de polpa
de macalba bruto na producdo de ésteres etilicos, utilizando a enzima
Novozym 435 como catalisador, e atingiu um maximo de conversao de
pouco mais de 70% de ésteres no produto final, mesmo trabalhando em
sistema de ultrassom.

O valor de menor conversao, de apenas 10,04% m/m de ésteres
no produto final, foi atingido na condicdo em que se trabalhou com
auséncia de agua, demonstrando que ela ¢é indispensavel a esse tipo de
reacdo. A éagua é responsavel por realizar a hidrélise da molécula de
triacilglicerol, liberando os acidos graxos para serem esterificados com o
alcool (hidroesterificacdo). Além disso, ela é necessaria para hidratar a
enzima livre, fazendo com que a mesma possa aproximar seu sitio ativo
do substrato e promover, dessa forma, sua acdo hidrolitica de catalise
(HAMA; KONDO, 2013).

Segundo Gog et al. (2012), a 4gua também desempenha vérias
funcGes durante a reacdo e exerce uma forte influéncia sobre a atividade
catalitica e a estabilidade da lipase. A agua tem importancia inclusive na
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ativacdo da prdpria enzima, que passa a trabalhar na interface agua/éleo.
A &gua aumenta essa regido interfacial e, portanto, a area de acdo da
enzima, melhorando sua atividade. Porém, deve-se levar em
consideracdo também que as lipases sdo hidrolases em ambientes
aquosos, e um excesso de agua além da quantidade necessaria podera
estimular a reacdo de hidrolise concorrente causando a reducdo dos
rendimentos de transesterificagdo (CHRISTOPHER et al., 2013).

Em geral, pode-se afirmar que os valores de teor de ésteres ndo
variaram muito, com apenas alguns experimentos apresentando valores
abaixo ou um pouco acima da faixa de 70 a 80%. Isso significa que o
catalisador utilizado é bastante robusto e capaz de tolerar até mesmo
grandes variagbes nas condigBes operacionais, apresentando bons
resultados em praticamente todas as condi¢cfes em que 0 mesmo foi
empregado. Cesarini et al. (2013) também encontraram bons resultados
para a producdo de FAMEs a partir de 6leo de soja ndo degomado em
praticamente todas as condicfes analisadas com resultados finais, apés
24 h de reacdo, proximos a 90% de teor de ésteres, eles utilizaram como
catalisador a enzima livre Callera Trans L, a qual apresenta
caracteristicas semelhantes a utilizada neste trabalho. Pedersen et al.
(2014) também utilizaram a enzima Callera Trans L para a producdo de
ésteres etilicos a partir de 6leo de canola, desenvolvendo diversas
cinéticas de producdo em condigBes variadas, porém as mesmas
apresentaram comportamentos bastante similares. Sendo possivel atingir
quase 100% de ésteres no produto final, apds 24 h de reacdo, entretanto
utilizou-se dleo refinado enquanto o presente trabalho foi desenvolvido
com um 6leo bruto.

Numa andlise prévia e visual dos resultados, é possivel se
observar que a variagdo na concentragdo do composto enzimatico causa
melhoras pontuais na conversdo dos acidos graxos, quando se mantém
constante as outras variaveis. O que é explicado pelo fato de 0 mesmo
ser o catalisador da reacdo, sendo mais facilmente utilizado quando
estiver mais disponivel no meio reacional e também, a principio, néo ter
efeitos negativos quando empregado em quantidades mais elevadas,
diferente de outras varidveis como a &gua e principalmente o alcool
(ANTCZAK et al., 2009).

No caso da enzima, o principal limitante em relacdo a utilizar
guantidades altas é o seu custo, j& que em quantidades elevadas a mesma
pode inviabilizar economicamente o processo. Porém, em pequenas
guantidades torna o processo competitivo com 0s métodos
convencionais de catalise quimica, levando-se em consideragdo o fato de
gue essas novas formulacdes de enzima livre apresentam um custo bem
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menor do que as convencionais enzimas imobilizadas, ja utilizadas a
bastante tempo na producdo de biodiesel. O préprio fato de ndo serem
formulagBes imobilizadas em suportes contribui consideravelmente na
reducdo de seu custo, pois o0 processo de imobilizagcdo em suportes é
bastante caro e eleva seu custo final. Além disso, esse tipo de catalisador
permite 0 emprego de matérias-primas de menor qualidade e, portanto,
mais baratas (CESARINI et al., 2014; NOVOZYMES, 2014).

Realizou-se uma analise estatistica, a 90% de confianca, com 0s
valores referentes ao primeiro DCCR. Cujos resultados sdo apresentados
a seguir.

Figura 18 - Diagrama de Pareto, a 90% de confianca, para a producdo dos
ésteres metilicos utilizando-se as varidveis temperatura (35, 40, 45, 50 e 55 °C),
razdo molar 6leo:agua (1:3, 1:4,5, 1:6, 1:7,5 e 1:9), concentragcdo do composto
enzimatico (0,05; 0,25; 0,45; 0,65 e 0,85% m/m) e teor de agua adicionada (0, 1,
2, 3 e 4% m/m).
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Observa-se na Figura 18 que as Unicas varidveis que
influenciaram significativamente, a 90% de confianca, no teor de ésteres
produzidos sdo a concentragdo de agua e de enzima. Em relagdo a agua,
varidvel mais significativa, essa interferéncia esta relacionada em grande
parte ao fato de uma das condi¢des ter sido realizada com auséncia de
agua, onde o valor para o teor de ésteres nessa amostra variou muito em
relagdo aos demais. Porém, esse resultado é importante pois demonstra a
necessidade de se adicionar agua obrigatoriamente ao meio reacional
para que a producdo de ésteres possa ocorrer. Skoronski et al. (2016)
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analisaram a producdo de biodiesel com metanol e também etanol a
partir de residuo de gordura suina, utilizando como catalisador as
enzimas Lipozyme TL ILM, Lipozyme RM IM e Lipolase, em varios
experimentos realizados ndo foi utilizado &gua na reacdo e em
praticamente todos eles ndo houve producéo de ésteres, ja com pequenas
guantidades de &gua a produgéo subiu consideravelmente, com 8% m/m
de agua foi possivel atingir quase 99% de ésteres, em alguns casos.

Ja em relacdo a concentracdo do composto enzimatico, sua
influéncia significativa se justifica por ele ser o catalisador da reacéo e,
como seu excesso ndo causa grandes problemas no desenvolvimento da
reacao, pode-se concluir que a quantidade adicionada tem uma relagdo
ampla com a producdo de ésteres. Em baixas quantidades, o0 aumento no
teor de enzima causa melhora na producdo dos ésteres, pois um maior
nimero de sitios ativos estard disponivel para agirem na interface
6leo/alcool (WANG et al., 2015).

Ambas as variaveis que influenciaram significativamente na
producdo dos ésteres metilicos possuem efeito positivo, ou seja, quanto
mais forem adicionados maior sera a producdo dos ésteres metilicos, na
faixa de valores avaliada.

As Figuras 19 e 20 apresentam as superficies de resposta em 2D
e 3D, respectivamente, para as duas varaveis que influenciaram
significativamente no teor de ésteres metilicos, nas condicOes
apresentadas no primeiro planejamento experimental.

Figura 19 - Superficie de resposta em 2D para a producéo de ésteres metilicos

no 1° DCCR em fungdo da adigdo do composto enzimético e da agua.
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Figura 20 - Superficie de resposta em 3D para a producdo de ésteres metilicos
no 1° DCCR em func¢&o da adigdo do composto enzimético e da agua.

Loyl sEwRRET VRL

Observa-se que, apesar de ambas as variaveis apresentarem
efeito positivo, a regido que apresenta a maior conversao esta localizada
préximo ao centro, levemente deslocada em direcdo as extremidades
superiores de ambos os eixos, 0 que demonstra uma boa escolha na
regido em que se trabalhou o planejamento experimental, podendo
afirmar dessa forma que a mesma contempla as condigbes que
promovem a maior producao dos ésteres metilicos.

Em relacdo ao fato de a temperatura ndo ter apresentado
influéncia significativa na producdo de ésteres, pode-se afirmar que a
enzima é bastante termoestdvel, ndo tendo sua acdo afetada
significativamente pelas variacdes de temperatura, o que € um fator
bastante positivo para aplicagdes industriais, onde alteracdes no decorrer
da reacdo podem ocorrer com maior facilidade. Porém, segundo Wang
et al. (2015), deve-se tomar cuidado com valores extremos de
temperatura, pois valores muito elevados podem causar inativagdo da
enzima e valores demasiadamente baixos podem ndo dispersar
completamente o substrato, deixando-o sélido ou semi sélido.

Segundo Price et al. (2016), a enzima NS-40116 utilizada neste
estudo tem a grande vantagem de ser bastante termoestavel. Eles
estudaram alguns pardmetros técnicos para a ampliacdo de escala de um
processo para producdo de biodiesel a partir de éleo de cozinha usado,
onde esta lipase é o catalisador utilizado. Sendo um dos poucos
trabalhos existentes na literatura até o momento com aplicacdo desta
enzima na producéo de biodiesel.
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Jé& a respeito do alcool, como 0 mesmo é consumido de maneira
estequiométrica em relacdo ao 6leo, 0 seu excesso vai apenas aumentar a
sua participacdo no meio reacional, mas ndo necessariamente a producao
de ésteres, jA que ndo havera acidos graxos suficientes para reagirem
com o alcool adicionado além da equivaléncia. Uma pequena quantidade
além do equivalente estequiométrico é interessante, para deslocar o
equilibrio da reacdo e diminuir os impedimentos estéricos. Porém,
guantidades muito grandes vado apenas gerar um excesso de alcool na
solucdo, o qual ndo sera consumido, esse excesso pode inclusive ser
prejudicial causando inativagdo da enzima (ANTCZAK et al., 2009;
DUARTE et al., 2015).

4.3.1.2 indice de acidez

Realizou-se também a analise do indice de acidez de todos os
produtos finais gerados no primeiro planejamento experimental. A
seguir, na Tabela 8, estes valores sdo apresentados ao lado do teor de
ésteres obtidos em cada um dos experimentos, a nivel de comparacao.

Tabela 8 - Relagdo entre o teor de ésteres e 0 indice de acidez do biodiesel
produzido no primeiro planejamento experimental.

Teor de ésteres  Indice de acidez Teor de ésteres  Indice de acidez
(% m/m) (mg KOH/g) (% m/m) (mg KOH/g)
74,45 6,58 74,20 7,18
74,15 8,68 75,76 4,01
65,32 8,99 67,53 10,48
48,11 35,86 72,42 13,70
84,78 6,13 71,97 8,30
82,14 5,55 44,27 51,81
75,13 5,64 70,56 5,72
73,33 8,01 10,04 71,17
74,55 7,07 79,54 6,41
76,00 7,95 74,88 7,16
71,99 6,88 77,62 6,57
68,56 14,27 79,33 6,51
84,29 6,93 74,08 6,68
81,47 6,62 76,16 6,50
74,34 4,70 76,03 6,71

Ao analisar a tabela acima é possivel concluir que hd uma
relagdo direta entre a producédo de ésteres metilicos com a diminuicéo do
indice de acidez, que na matéria-prima era de 83,39 mg KOHY/g, ou seja,
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é possivel concluir que durante a transesterificagdo dos triacilglicerois
ocorre também a esterificacdo dos acidos graxos livres, 0 que é um
ponto muito positivo, jA que isso ndo é possivel nos métodos
convencionais com catalise basica, onde os AGL sdo convertidos a sais
de &cidos graxos (sabdo) ao invés de ésteres de acidos graxos (biodiesel)
(ANTCZAK et al., 2009; GOG et al., 2012). Observa-se também que,
mesmo nas condi¢des onde houve pouca producao de ésteres metilicos,
a reducdo no valor do indice de acidez foi significativa se comparado
com o valor inicial da matéria-prima. Demonstrando que a esterificacdo
dos AGL presentes na matéria-prima inicial ocorre com bastante
facilidade.

Kleiner et al. (2015) estudaram a producéo de biodiesel atraves
de dleos &cidos residuais em duas etapas utilizando as formulagGes
liqguidas de enzima livre Callera Trans L e Lipozyme TL 100L.
Observou-se uma grande diminui¢do no teor de AGL em solucdo a
medida que os ésteres etilicos estavam sendo gerados com relacdo direta
entre as taxas de producao de ésteres e o consumo de AGL em cada fase
das cinéticas desenvolvidas durante os experimentos.

Com base nesses comparativos, pode-se verificar também que a
andlise do indice de acidez durante o processo de producdo dos ésteres
metilicos se apresenta como um método de controle do processo, tendo
em vista que traz também uma boa aproximacao em relagdo ao estagio
em que se encontra a reacdo para o teor de ésteres, 0 qual exige uma
metodologia bem mais complexa para quantificacdo através de
cromatografia gasosa, mais dificil de ser realizada na planta industrial a
qualguer momento se comparado com a analise de acidez, a qual utiliza
uma metodologia rapida e de facil aplicacéo.

4.3.2 Segundo planejamento experimental

Ap6s a analise do primeiro planejamento experimental, a 90%
de confianca, se decidiu realizar um segundo DCCR apenas com as
varidveis que influenciaram significativamente os valores referentes ao
teor de ésteres, porém este segundo planejamento foi realizado com o
intuito de analisa-lo a 95% de confianca, j4 que o nimero de variaveis
agora foi reduzido a metade e se tem mais certeza de que a regido
escolhida contempla as condigdes que proporcionam maior producéo
dos ésteres metilicos.

A temperatura e a razdo molar 6leo:alcool, as quais néo
influenciaram significativamente o resultado final, no primeiro DCCR,
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foram mantidas constantes durante a realizagdo do segundo
planejamento.

Em relacdo a temperatura, como a mesma ndo apresentou
influencia significativa, poderia optar-se por utilizar o menor valor no
intervalo analisado no primeiro planejamento, ja que isso significaria
menor consumo energético. Porém, pensando em uma aplicacdo
industrial, optou-se por ndo utilizar o menor valor (35 °C), ja que nessa
temperatura pode ocorrer facilmente um “congelamento” do 6leo devido
as suas caracteristicas, dificultando bastante as etapas de bombeamento
e agitacdo, comprometendo assim a transferéncia de massa e 0 contato
entre o sitio ativo da enzima e o substrato. Dessa forma, o segundo
planejamento foi realizado a 45 °C, que também é uma temperatura
relativamente baixa para aplicacdo industrial, e coincide com a
recomendacdo feita pelo fabricante da enzima para a utilizacdo desta
formulagdo de lipase livre (NOVOZYMES, 2014; PRICE et al., 2016).

Wang et al. (2015) afirmaram que os 6leos menos nobres e mais
insaturados, como é o caso do Gleo utilizado neste estudo, ndo s&o
totalmente dissolvidos quando se trabalha em temperaturas baixas
(abaixo de 40 °C), ficando semi sélidos, o que dificulta a agitacdo e
transferéncia de massa da reacao.

Yadav e Trivedi (2003) afirmaram que, no processo de sintese
enzimatica, especialmente em sistemas livres de solventes, a
transferéncia de massa entre a fase aquosa e ndo aquosa é muito
importante, j& que a lipase atua justamente na interface das duas fases.
Ou seja, para promover uma transferéncia de massa eficiente, a agitacdo
do meio reacional ndo pode ser comprometida, 0 que aconteceria, por
exemplo, se o substrato utilizado ndo estivesse completamente em sua
fase liquida.

A razdo molar 6leo:alcool também nédo apresentou influencia
significativa no intervalo utilizado no primeiro planejamento, dessa
forma poderia optar-se também pelo menor valor promovendo um
consumo reduzido de &lcool. Porém, como o menor valor utilizado foi
de 1:3, que significa 1 equivalente estequiométrico, estaria se
trabalhando exatamente com a quantidade minima de alcool necessaria
para ocorrer a (trans)esterificacdo de todo o dleo, e como se trabalha
com uma reacdo reversivel, decidiu-se utilizar um pouco mais de alcool
para promover o deslocamento do equilibrio da reagdo, além de diminuir
os impedimentos estéricos, que poderiam ocorrer e dificultar o contato
entre o alcool e o &cido graxo. Optou-se, dessa forma, por utilizar uma
razdo molar 6leo:alcool de 1:4,5 (1,5 equivalentes) durante o segundo
planejamento experimental.
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Para determinar quais seriam os valores (regifes) das variaveis
independentes utilizadas no segundo planejamento experimental, fixou-
se no ponto central do mesmo (nivel 0), as coordenadas referentes ao
ponto critico (pico de produgdo) do primeiro planejamento, que foram
de 0,65% m/m do composto enzimatico e 2,7% m/m de agua adicionada.
A partir dai foram distribuidos os demais niveis, sendo que para a
concentracdo do composto enzimatico os valores variaram entre 0,225 e
1,75% m/m e para o teor de agua adicionada os valores variaram entre
1,29 e 4,11% m/m, ambos em relacdo a massa total de éleo adicionada
em cada um dos experimentos, que foi de 100 g.

O segundo Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), também com duracdo de 8 h, era composto por 4 pontos
fatoriais (niveis -1 e +1), 4 pontos axiais (niveis —o ¢ +o que nesse caso
representam 0s niveis -1,41 e +1,41) e 3 pontos centrais (nivel 0),
correspondendo a um total de 11 experimentos. A Tabela 9 apresenta
todos os experimentos realizados nesse planejamento experimental, bem
como os valores reias e codificados (entre parénteses) de cada uma das
variaveis independentes analisadas, além do resultado (varidvel
dependente) para cada experimento, que corresponde ao teor de ésteres
presentes no produto final. A tabela também apresenta o indice de
acidez, determinado no produto final de cada uma das condicOes
reacionais.

Tabela 9 - Valores reais e codificados das variaveis independentes utilizadas no
segundo planejamento DCCR e o resultado final em relagéo ao teor de ésteres
metilicos produzidos e ao indice de acidez no produto final.

Conc. Enzima Conc. Agua Teor de Esteres  Indice de Acidez
(% m/m) (% m/m) (% m/m) (mg KOH/qg)
0,35 (-1) 1,7 (-1) 70,72 7,13
0,95 (+1) 1,7 (-1) 76,83 7,02
0,35 (-1) 3,7 (+1) 70,50 8,22
0,95 (+1) 3,7 (+1) 71,02 7,62

0,225 (-1,41) 2,7 (0) 68,17 7,32

1,075 (+1,41) 2,7(0) 77,90 7,58
0,65 (0) 1,29 (-1,41) 72,52 7,09
0,65 (0) 4,11 (+1,41) 74,90 6,88
0,65 (0) 2,7 (0) 74,38 7,63
0,65 (0) 2,7(0) 74,66 7,01
0,65 (0) 2,7(0) 72,09 7,35

A partir de uma andlise prévia e puramente visual dos
resultados encontrados é possivel verificar que 0s mesmos apresentam
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elevada similaridade, mesmo em condicdes bastante distintas, sendo que
todos tém bons resultados, apesar de nenhum ter atingido o valor
maximo de producdo de ésteres encontrado no primeiro planejamento,
que ficou um pouco acima. Esse fato, de certa forma inesperado se
levarmos em consideracdo que o segundo planejamento experimental
esta mais proximo das condi¢des de melhor conversdo, se justifica por
aquela condi¢do com melhor produgdo estar numa regido muito similar a
utilizada no segundo DCCR.

Os valores de indice de acidez também estdo muito proximos
entre si. Essa similaridade, tanto no teor de ésteres como no indice de
acidez, € uma caracteristica positiva quando se avalia o potencial para
ampliacdo de escala, principalmente a nivel industrial, j& que
proporciona maior robustez ao método, tolerando com facilidade as
variagdes eventuais que possam ocorrer no dia-a-dia da usina.

Os Unicos valores que destoam um pouco dos demais sdo 0s
obtidos quando se trabalha com os pontos axiais para a concentracéo de
enzima, sendo que a menor producdo de ésteres foi registrada com a
menor concentracdo do catalisador e a maior conversdo na condi¢do em
que o catalisador foi utilizado em maior quantidade, mantendo-se a
outra varidvel no ponto central, fato este que se explica pois a enzima é
o0 catalisador da reacdo e portanto interfere diretamente na velocidade e
eficiéncia da mesma. Porém, essa variacdo ndo é tdo significativa se
considerarmos a grande diferenca entre as quantidades de catalisador
utilizadas em ambas as condigdes. O que é positivo se analisado em
termos da viabilidade econémica do processo, ja que a enzima
representa a parte mais onerosa do processo quando se faz necessario a
utilizagdo de uma quantidade elevada. Com base nos dados
apresentados, é possivel atingir altos valores de produgdo de ésteres
mesmo com pequenas quantidades do catalisador, demonstrando sua
eficiéncia para este tipo de matéria-prima e um bom indicio de que o
processo tem condigdes de competir economicamente com as rotas
convencionais de producdo (CHISTIPHER et al., 2014; HWANG et al.,
2014; PRICE et al., 2016).

Silva (2014) avaliou a producdo de ésteres etilicos a partir de
gordura suina, utilizando a enzima comercial Lipozyme TL IM como
catalisador e n-hexano como solvente, mantendo-se constante a
temperatura em 45 °C, concentragdo de agua em 5% m/m e razdo molar
6leo:alcool de 1:6, variou-se a concentragdo do catalisador em duas
cinéticas, sedo 10 e 15% m/m. Observou-se, apds 24 h, que com 10% de
enzima o teor de ésteres produzidos foi de apenas 25,26% no produto
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final, enquanto na condicdo de 15% de catalisador, esse resultado saltou
para 92,84%.

Uma anélise estatistica deste DCCR foi realizada através do
software STATISTICA® 7.0, a um nivel de significancia de 95%, a qual
é apresentada a seguir.

Figura 21 - Diagrama de Pareto, a 95% de confianca, para a producéo dos
ésteres metilicos utilizando-se as variaveis concentragdo do composto
enzimatico (0,225; 0,35; 0,65; 0,95 e 1,075% m/m) e teor de &gua adicionada
(1,29; 1,7; 2,7; 3,7 € 4,11% m/m).

(2)Conc. Agua (%)(L)

(1)Con. Enzima (%)(L) 3.300483

-1,28029

671202

Conc. Agua (%)(Q) b

p=,05

Na Figura 21 é possivel observar que a Unica variavel que
apresentou diferenga significativa, a 95% de confianca, foi a
concentracdo do composto enzimatico, com efeito positivo,
demonstrando que quanto mais catalisador for adicionado a reacdo, no
intervalo analisado, maior sera a producdo dos ésteres, confirmando a
avaliacdo visual realisada dos resultados.

A concentracdo de 4gua adicionada ndo influenciou
significativamente na producéo de ésteres no intervalo analisado.

Superficies de resposta em 2D e 3D foram produzidas para este
planejamento experimental, as quais estdo representadas nas Figuras 22
e 23 a sequir.
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Figura 22 - Superficie de resposta em 2D para a producéo de ésteres metilicos
no 2° DCCR em func&o da adigdo do composto enzimatico e da &gua.
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Figura 23 - Superficie de resposta em 3D para a producéo de ésteres metilicos
no 2° DCCR em fungéo da adigdo do composto enzimatico e da agua.
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Observa-se nas superficies de resposta acima que o aumento da
concentracdo de enzima influencia positivamente na producdo dos
ésteres metilicos. Porém, j& em relagdo ao teor de agua, os melhores
valores ocorreram quando a quantidade de agua foi menor, o que
também confirma o efeito negativo apresentado por essa variavel no
diagrama de Pareto. Gog et al. (2012) e Chistopher et al. (2013)
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alertaram para o fato de que, apesar da agua ser indispensavel para a
sintese enzimatica de biodiesel, seu excesso pode trazer sérios danos a
reacdo. Como as lipases sdo enzimas hidrolases em ambientes aquosos,
grandes quantidades de &gua podem estimular sua acdo hidrolitica para
estruturas ndo desejaveis, aumentando sua flexibilidade e fazendo com
gue as mesmas atuem em estruturas secundarias e terciarias
(WHITELEY; LEE, 2013).

4.3.3 Cinéticas de producao dos ésteres metilicos

Ap6s as andlises dos resultados obtidos no segundo
planejamento experimental, cinéticas de producdo de ésteres metilicos
nas melhores condi¢Bes encontradas foram realizadas, com o intuito de
avaliar também o comportamento da reagdo no decorrer da mesma, e
ndo apenas seu resultado final.

Desenvolveram-se cinéticas destrutivas, onde para cada um dos
pontos analisados foram realizadas reagdes em frascos diferentes. Os
tempos avaliados foram 0, 2, 4, 6, 8, 16, 24, 32, 40 e 48 h, na tentativa
de atingir o0 maximo valor de conversdo dos ésteres em cada uma das
cinéticas realizadas.

Em relacdo as varidveis utilizadas, manteve-se constante
novamente a temperatura em 45°C e a razdo molar 6leo:alcool em 1:4,5
(1,5 equivalentes estequiométricos). J& em relagdo a agua, variavel que
ndo apresentou influéncia significativa a 95% de confianga no segundo
planejamento experimental, no intervalo analisado, optou-se por utilizar
0 menor valor do intervalo (1,3% m/m em relacdo ao dleo) para
promover uma reagcdo em que ndo houvesse consumo elevado de &gua
além da quantidade necessaria e também seguindo o efeito negativo que
essa variavel apresentou durante a analise estatistica dos resultados.

Portanto, a Unica varidvel restante foi a concentracdo do
composto enzimatico (catalisador), a qual apresentou influéncia
significativa, a 95% de confianca, na analise do segundo DCCR.

Como a varidvel apresentou efeito positivo na analise
estatistica, além de ser possivel verificar visualmente que a maior
producdo ocorre quando se utiliza quantidades elevadas de catalisador,
uma das cinéticas a serem realizadas foi utilizando uma concentragéo do
composto enzimético de 1% m/m em relagéo ao 6leo, valor este proximo
ao limite superior do intervalo analisado. Cesarini et al. (2013)
utilizaram também uma concentracdo de 1% m/m da enzima livre
Callera Trans L (liquida) para a producéo de FAMEs a partir de dleo de
soja ndo degomado, obtendo 6timos resultados.
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Porém, como verificou-se que, mesmo sendo a Unica variavel
qgue influenciou significativamente o0 segundo planejamento
experimental, foi possivel atingir também bons resultados quando se
utiliza uma concentragdo baixa do composto enzimatico, realizou-se
também a cinética com uma quantidade pequena de catalisador, a fim de
comparacao do comportamento destas rea¢es no decorrer do tempo.

Nesta segunda cinética foi utilizada uma concentracdo de
catalisador de apenas 0,25% m/m em relacéo ao 6leo, valor quatro vezes
menor que o utilizado na primeira cinética e proximo ao menor valor
utilizado no planejamento experimental. Esta condi¢do foi empregada
para avaliar também a reacdo num nivel que permita a competitividade
do processo, em termos de custos, com 0s métodos convencionais de
catalise quimica e ndo apenas analisa-la em relagio a maior
produtividade de ésteres.

Price et al. (2016) estudaram a ampliacdo de escala para nivel
industrial da producdo de FAMEs a partir de 6leo &cido residual,
empregando a mesma enzima NS-40116 como catalisador. Os autores
avaliaram o uso de apenas 0,067 a 0,2% m/m do composto enzimatico,
em relacdo a massa de 0leo, para os testes feitos em reatores de 80 L e
de 4 m?® (plantas pilotos em batelada). J& nos reatores em escala
industrial de 40 m3, foi utilizado 0,67% m/m no reator em batelada e
0,1% m/m no reator continuo. Estes pesquisadores justificam que caso
seja possivel produzir grandes quantidades de éster nessas condigdes,
empregando 6leos com acidez elevada, o processo se torna competitivo
economicamente com as rotas quimicas. Nesses testes, a quantidade de
agua adicionada variou entre 1 e 2% m/m em relagcdo a massa de 6leo.

A Tabela 10 apresenta os resultados das analises de teor de
ésteres e indice de acidez, realizadas ao final das reacfes, para cada um
dos tempos analisados, em ambas as cinéticas. O tempo inicial (0 hora)
representa os valores referentes a matéria-prima utilizada e os demais
sdo referentes aos produtos finais das reagoes.
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Tabela 10 - Teor de ésteres e indice de acidez das cinéticas realizadas com 0,25
e 1% m/m do composto enzimatico, em relacdo a massa de 6leo. Mantendo-se
constante a temperatura em 45 °C, razdo molar dleo:alcool em 1:4,5 (1,5 eqv.) e
teor de 4gua em 1,3% m/m.

Tempo 0,25% de Enzima 1% de Enzima

(h) Teor Esteres  Ind. Acidez Teor Esteres  Ind. Acidez
(% m/m) (mg KOH/g) (% m/m) (mg KOH/qg)

0 0,00 83,39 0,00 83,39

2 33,17 47,26 37,35 45,33

4 57,16 20,66 60,07 18,03

6 62,04 11,00 65,71 9,58

8 66,04 8,56 70,24 7,45

16 69,62 7,85 72,35 6,73

24 71,83 7,13 73,46 6,45

32 72,36 6,83 73,48 6,29

40 72,15 6,32 73,03 6,13

48 71,76 6,13 73,15 6,10

Os valores expressos na tabela acima sdo representados
graficamente nas Figuras 24 e 25 a seguir, as quais apresentam
comparacdes entre o teor de ésteres e o indice acidez, respectivamente,
analisados no decorrer das cinéticas.

Navarro-Diaz et al. (2014) realizaram um estudo teérico e
analitico das caracteristicas do dleo de polpa de macalba e concluiram
gue o potencial dessa matéria-prima para producao de biodiesel metilico
é de cerca de 80 a 90% m/m de FAMESs no produto final, dependendo
das condicbes do material utilizado. Portanto, as cinéticas realizadas
nesse trabalho atingiram um valor proximo ao potencial teérico de
obtencdo de ésteres metilicos para esse substrato.



91

Figura 24 - Comparagéo entre as cinéticas realizadas com 0,25 e 1% do
composto enzimatico em relagdo ao teor de ésteres metilicos produzidos. As
demais variaveis foram temperatura de 45 °C, razao molar 6leo:alcool de 1:4,5

(1,5 eqv.) e teor de agua de 1,3% m/m.
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Figura 25 - Comparacao entre as cinéticas realizadas com 0,25 e 1% do
composto enzimatico em relagdo ao indice de acidez. As demais variaveis foram
temperatura de 45 °C, razdo molar 6leo:alcool de 1:4,5 (1,5 eqv.) e teor de agua
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Apobs a analise desses resultados pode-se afirmar que, mesmo
com quantidades de catalisador bastante distintas, o comportamento de
ambas as cinéticas foi bastante similar, tanto em relacdo ao aumento do
teor de ésteres como em relagdo a diminuicdo do indice de acidez, as
variacbes foram mais acentuadas para a reacdo que possuia mais
catalisador apenas no inicio das cinéticas e apds algumas horas de
reacdo os valores tendiam a uma maior aproximacao, ou seja, o efeito da
maior quantidade de catalisador se da apenas nas primeiras horas de
reacdo, onde a maior quantidade do mesmo promove um aumento da
velocidade inicial de conversdo de ésteres.

Wang et al. (2015) trabalharam com producdo de biodiesel a
partir de 6leo de cozinha usado e como alcool utilizou-se um residuo da
producdo de etanol aplicando a lipase imobilizada de Candida sp. como
catalisador. O autor observou que o rendimento de ésteres aumentou
guando a dosagem de lipase foi aumentada até um certo valor, porém, a
partir deste o rendimento estabilizou sem haver melhora na producéo
dos ésteres mesmo com mais catalisador. Isso se justifica pois, como a
enzima lipase atua na interface entre a fase aquosa e a oleosa, mais
lipase proporciona que mais sitios ativos sejam empregados no sistema
reacional, o que explica o aumento inicial quando a quantidade de
enzima ainda é baixa. No entanto, a partir de um determinado ponto, a
propria interface dleo/agua se torna limitada, de modo que o aumento
adicional de enzima nédo vai melhorar a produtividade de ésteres, ja que
a mesma ndo teré espaco disponivel para desenvolver sua agéo catalitica
(TAN et al., 2010).

Levando-se em consideracdo que o custo da enzima €
significativamente mais elevado do que o gasto energético do processo,
para uma aplicacdo industrial é mais interessante diminuir a quantidade
de catalisador adicionada e manter a reagdo por um tempo um pouco
maior do que quando se utiliza maior quantidade de enzima, atingindo
uma mesma produtividade de ésteres a um custo reduzido
(NOVOZYMES, 2014).

Observa-se que a producdo de ésteres metilicos ocorre com
bastante rapidez j& no inicio da reacéo, sendo que, em ambas as cinéticas
avaliadas, nas primeiras horas ja se produz a maior parte do total de
ésteres presentes no produto final ap6s 48 h. Um tempo de até 16 h, por
exemplo, ja é suficiente para a obtengdo da maior parte dos ésteres
possiveis de serem produzidos nessas condigdes, possibilitando assim a
reducdo no tempo do processo e diminuindo consideravelmente o gasto
energético do mesmo. O mesmo comportamento foi encontrado por
Cesarini et al. (2013) que avaliaram a producdo de FAMEs a partir de
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6leo de soja ndo degomado. Os autores encontraram uma elevagdo
significativa no teor de ésteres metilicos até aproximadamente a sétima
hora (cerca de 85% m/m), a partir dai 0 aumento no teor de ésteres foi
muito pequeno em rela¢do ao tempo, sendo que ao final da reacdo (24
h), o valor era apenas 10% maior.

Assim como no teor de ésteres, as variagdes na reducdo do
indice de acidez foram bastante significativas ja nas primeiras horas de
reacdo, significando que esse processo possibilita uma eficiente e rapida
esterificacBdo dos AGL presentes na matéria-prima. Fato este que
influenciou, em parte, nos elevados indices de producdo dos ésteres
metilicos nesse mesmo periodo. Assim como no teor de ésteres, 0s
valores de indice de acidez se estabilizaram apds as primeiras horas de
reacdo, demonstrando que uma parte dos AGL ndo pode ser esterificada,
mesmo com a acdo eficiente dessa enzima, e acabam permanecendo no
produto final. Price et al. (2016), que trabalharam com esta mesma
enzima utilizando como substrato 6leo 4cido residual com mais de 60%
de AGL, também avaliaram uma diminui¢do drastica da acidez ja nas
primeiras horas, sendo que na quinta hora esse valor j& estava abaixo de
10%, o qual se manteve praticamente constante até o final da cinética
avaliada, que foi de 24 h.

Observa-se um grande potencial na utilizagdo dessas
formulagbes recentes de enzima livre na producdo de biodiesel,
incluindo ampliacdes de escala para niveis industriais, principalmente
devido a sua competitividade econémica frente aos processos quimicos.
Autores como Chistipher et al. (2014), Hwang et al. (2014) e Price et al.
(2016), afirmam que pela primeira vez se conseguiu produzir
catalisadores enzimaticos com potencial para competir com 0s
catalisadores quimicos convencionais em termos de custo de producéo.
Somado a isso, se tem a vantagem de poder utilizar 6leos menos nobres,
com elevada acidez e teor de agua, por exemplo, e consequentemente
mais baratos do que os 6leos de boa qualidade utilizados atualmente na
maioria das inddstrias de biodiesel.

Em relacdo a matéria-prima utilizada como substrato neste
estudo, alguns trabalhos foram encontrados na literatura em que ela ja
havia sido empregada na producdo de biodiesel com bons resultados,
porém em muitos desses casos se utilizavam processos em que a
demanda energética ou tecnoldgica era muito alta para processos em
larga escala, como por exemplo, 0 uso de condicfes supercriticas ou
emprego de ultrassom durante o processo de producdo. Nas situacdes
em que se utilizou catélise enzimética eram utilizadas formulacGes que
possuem um custo elevado, inviabilizando aplica¢fes industriais.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES
5.1 CONCLUSOES

Apos a realizacdo deste trabalho foi possivel chegar a algumas
conclusdes em relagcdo a producdo enzimatica de ésteres metilicos a
partir de 6leo de polpa de macadba bruto utilizando a enzima livre
Novozymes® NS-40116.

Primeiramente, em relacdo as caracteristicas dessa matéria-
prima observou-se que a mesma apresenta algumas condi¢des como
elevada acidez e teor de &gua que inviabilizariam seu processamento
através dos métodos convencionais de producdo de biodiesel com
catélise quimica.

O perfil de &cidos graxos do 6leo de polpa de macaliba mostrou
gue 0 mesmo é constituido em sua maior parte pelo acido oleico, o qual
representa mais de 70% da composicdo total no dleo analisado, além
disso, os &cidos palmitico, linoleico e laurico também estdo presentes
em quantidades significativas. Ja os demais constituintes da matéria-
prima, em termos de Aacidos graxos, estdo presentes em pequenas
guantidades.

Ap0s a realizagdo das reacdes é possivel separar facilmente a
composicdo final das mesmas através de centrifugacdo onde, em trés
fases distintas, pode-se isolar o biodiesel produzido do catalisador e do
glicerol gerado na reagdo.

Como se utiliza um catalisador enzimatico, a recuperacdo do
glicerol produzido ocorre com maior facilidade do que aquele obtido nos
processos de catalise quimica, além disso, sua qualidade é bastante
superior. A producdo de residuos e efluentes quimicos ou de dificil
tratamento também é reduzida significativamente nos processos
enzimaticos.

Em relacdo a producdo dos ésteres metilicos se observou, no
primeiro planejamento experimental, que o0 método empregado
apresenta robustez e é capaz de tolerar até mesmo grandes variagcdes nos
parametros da reacdo, jA& que o mesmo apresentou valores altos de
producdo de ésteres metilicos em praticamente todas as condigdes
analisadas no planejamento.

Observou-se que a adicdo de agua é indispenséavel nesse tipo de
reacdo, sendo que a menor producdo de ésteres (apenas 10% no produto
final) resultou de quando a reagdo ocorreu na auséncia de dgua. A agua
além de ser necesséaria na hidrdlise da estrutura do triacilglicerol,
promove a hidratacdo da enzima, para que o sitio ativo da mesma
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encontre o substrato. Conclui-se que 0 processo predominante na
producdo dos eésteres metilicos é a hidroesterificagdo (hidrolise +
esterificacdo).

A concentracdo de enzima influenciou pontualmente na
producdo de biodiesel no primeiro planejamento quando se mantiveram
constantes as demais varidveis. Neste planejamento experimental, o
maior valor para o teor de ésteres (quase 85% da composicao final) se
obteve a uma temperatura de 40 °C, razdo molar 6leo:alcool de 1:4,5
(1,5 equivalentes estequiométricos), concentracdo de enzima de 0,65%
em relacdo a massa de 6leo e teor de agua de 1%, também em relacéo a
massa de Oleo.

No primeiro planejamento a anélise estatistica realizada, a 90%
de confianca, concluiu que as variaveis: teor de agua adicionada e
concentracdo de enzima foram as Unicas que influenciaram
significativamente na producdo dos ésteres metilicos. Enquanto a
temperatura e a razdo molar 6leo:alcool ndo apresentaram influéncia
significativa no intervalo avaliado.

Ja no segundo planejamento, realizado com apenas as duas
variaveis independentes que apresentaram diferenca significativa na
andlise do primeiro DCCR, houve pouca variagdo nos resultados
apresentados em todos 0s experimentos, sendo que apenas a
concentracdo de enzima teve influéncia significativa na producdo de
ésteres, a 95% de confianca, no intervalo analisado. Foi exatamente nos
pontos axiais dessa varidvel que se apresentaram as maiores variagdes
em relacdo aos demais resultados. Sendo que o maior teor de ésteres no
produto final (77,9%) e o menor valor (68,17%) foram atingidos quando
se trabalhou com a maior e menor quantidade de catalisador (1,075 e
0,225% m/m), respectivamente. Nesses dois casos, 0s demais
parametros foram temperatura de 45 °C, razdo molar 6leo:alcool de
1:4,5 e teor de agua de 2,7% em relacdo a massa de 6leo.

Em relagdo as cinéticas de producdo de ésteres metilicos e de
reducdo no indice de acidez se observou que, em ambos 0s casos, as
maiores variagdes ocorrem ja nas primeiras horas de reacdo, sendo que
um tempo de até 16 h ja é suficiente para a obtencdo de praticamente
todos os ésteres metilicos possiveis de serem produzidos, mesmo
guando se aplicam pequenas quantidades de enzima.

A adicdo de maior quantidade de catalisador traz vantagens
apenas nas primeiras horas de reacdo onde, tanto a produgdo de ésteres
como a reducdo da acidez ocorrem mais intensamente. Porém, depois de
algumas horas, as diferencas se tornam muito pequenas podendo se
afirmar que é mais interessante a utilizacdo de pequenas quantidades de
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enzima, 0,25% em relacdo a massa de 6leo, por exemplo, e a realiza¢do
da reacdo por um tempo um pouco maior, ja que o custo da enzima €
significativamente maior do que 0s gastos energéticos do processo.

Observou-se, em todos os experimentos realizados neste
trabalho, que ocorre uma reducdo significativa na acidez da matéria-
prima durante a reacdo com catalise enzimatica, demonstrado que o
catalisador utilizado é capaz de esterificar os AGL com muita facilidade,
além de tolerar presenca de agua no material utilizado. Possibilitando
assim o emprego de matérias-primas menos nobres e,
consequentemente, com menor custo.

Também observou-se uma rela¢do direta entre a producdo dos
ésteres metilicos com a reducdo na acidez do meio reacional, permitindo
gue a analise de acidez possa ser utilizada como um parametro de
controle de processo na sintese de biodiesel por catélise enzimatica,
principalmente em processos industriais. Ja que a mesma, apesar de nao
apresentar valores com precisdo, traz boas previsdes a respeito da
producdo de ésteres metilicos em cada instante. Levando-se em
consideracdo que essa analise é simples e rapida se comparada com a
cromatografia gasosa utilizada para quantificar o teor de ésteres, a
mesma pode ser uma boa ferramenta e usada constantemente para
acompanhamento das reacdes.

Ap0s todas estas constatagfes pode-se concluir que é possivel
realizar a producdo de ésteres metilicos a partir do 6leo de polpa de
macatiba bruto utilizando a enzima Novozymes® NS-40116 (a qual
apresenta um custo bastante reduzido se comparado com outras
formulagBes), de forma competitiva economicamente com 0S processos
de catalise quimica, ja que em relagdo aos processos convencionais é
possivel utilizar poucas quantidades do catalisador, trabalhar em
condi¢Bes mais brandas de temperatura, purificar os produtos gerados
com maior facilidade, trabalhar com matérias-primas menos nobres
(como o 6leo de macalba), tolerar altos teores de AGL e de agua na
composi¢do inicial, possuir um layout produtivo mais simples e com
menos etapas que demandam gastos energéticos elevados, entre outros
fatores.

Além disso, esta tecnologia permite a expansao da producgdo de
biodiesel para novos cenarios, por exemplo, utilizando-se matérias-
primas produzidas por agricultores familiares em regifes isoladas,
promovendo distribuicdo de emprego e renda e uma producdo
regionalizada de energia. Também se apresenta como uma opcao para a
producdo de biodiesel com materiais que ndo sejam empregados
amplamente como fonte alimenticia, diminuindo a competicdo entre a
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producdo de alimentos e de biocombustiveis que ocorre atualmente em
muitos paises, incluindo o Brasil.

5.2 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Estudar a reutilizagdo da enzima;

e Realizar o processo em sistemas semi-continuos e continuos;
Promover a ampliacdo de escala do processo para nivel de
planta piloto e, eventualmente, a nivel industrial;

e Realizar um estudo detalhado da reacdo em relacéo as variagcdes
de triacilglicerois, diacilglicerdis e monoacilglicerdis;

e Realizar uma caracterizagdo do biocatalisador de maneira mais
aprofundada;

e Realizar a modelagem matematica das cinéticas envolvidas na
producdo dos ésteres metilicos;

e Simular computacionalmente a producdo de biodiesel
enzimatico em escala industrial, a partir dos dados
experimentais de bancada, para promover nao sé a melhora nas
condicdes do meio reacional, mas também buscar a maior
eficiéncia energética do processo, permitindo sua aplicacdo em
escala industrial, bem como a realizagéo de projetos dos layouts
industrias.
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