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RESUMO

RASPE, Djéssica Tatiane, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, Marco de 2014.
Hidrdlise Enzimatica do Oleo de Macauba (Acrocomia aculeata). Orientadora:
Profa. Dra. Camila da Silva.

A modificacdo de Oleos vegetais e gorduras para a producdo de biodiesel tém sido
amplamente estudada, onde o incentivo a pesquisa de matérias-primas alternativas
para a producdo deste biocombustivel tem sido foco de interesse. Visando a
utilizacdo de uma matriz oleaginosa sem fins alimenticios, com disponibilidade e
baixo custo, tem sido reportado o 6leo de Macauba (Acrocomia aculeata), com seu
grande potencial de producdo. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi
investigar a producado de acidos graxos livres (AGL) através do processo de hidrolise
enzimatica, reacado inicial da hidroesterificacdo. Frente ao rendimento em &acidos
graxos livres (AGLs), foram avaliados diferentes catalisadores enziméaticos
comerciais (Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM e Novozyme® 435), adicdo de
solucédo tampao fosfato de sédio em diferentes pHs (5,7-8,0), sais (CuCl,, CaCly,
KCI, NH4CI, NaCl, MgCl,), surfactantes (Triton X-100, Tween 80) e solventes
organicos (n-hexano, n-heptano, Isopropanol, terc-Butanol), bem como as variaveis
do processo: agitacdo (400-2000 rpm), temperatura (30-60 °C), razdo massica dos
substratos (1:20-1:1 6leo:agua) e percentual de catalisador (1-20% em relacdo a
massa de 6leo). Os resultados obtidos demonstram que a adicdo de solucdo tampéao
(pH 8,0) e solvente organico n-hexano contribuiram significativamente para o
aumento no rendimento em AGLs da hidrdlise, sendo obtidos aproximadamente 82%
a 55 °C, razdo massica Oleo:solucdo tampédo 1:2, 100% de solvente n-hexano em
relacdo a massa de 6leo e 400 rpm, durante 6 horas de reacao e 15% de Lipozyme®
RM IM. As condi¢des reacionais deste processo foram exploradas na presenca de
solvente organico n-hexano por meio de planejamentos experimentais, visando a
maximizacdo no rendimento em AGLs do processo, bem como a obtencéo da
cinética de producdo de AGLs. Perante as variaveis, pode-se verificar que nao
houve aumento nos rendimentos em AGLs, ao aumentar a razdo massica de
Oleo:solvente n-hexano, sendo a temperatura, percentual de solucdo tampéo e

catalisador as variaveis que influenciaram significativamente o processo. Na cinética



reacional, cerca de 88% em AGLs foram produzidos em meio reacional composto
por 70% de solucdo tampédo, 100% de solvente n-hexano e 15% de catalisador,
durante 8 horas reacionais. A reutilizacdo do catalisador enzimatico foi avaliado
perante 20 ciclos reacionais, onde foi verificada diminuicdo de aproximadamente

50% do rendimento em AGLSs inicial do processo.

Palavras-chave: Hidrolise, 6leo da améndoa da macauba (Acrocomia aculeata),

catalise enzimatica.



ABSTRACT

RASPE, Djéssica Tatiane, M.Sc. Universidade Estadual de Maringa, March de 2014,
Enzymatic hydrolysis from the Macauba oil (Acrocomia aculeata). Adiviser:
Profa. Dra. Camila da Silva.

Modification of vegetable oils and fats for biodiesel production have been widely
studied, where the incentive to search for alternative raw materials for the production
of this biofuel has been the focus of interest. Aiming to use an oleaginous without
food purposes, with availability and low cost matrix, oil Macaluba (Acrocomia
aculeata) has been reported, with its large production potential. In this context, the
aim of this study was to investigate the production of free fatty acids (FFA) through
the enzymatic hydrolysis process, the initial reaction hidroesterificagdo. Front to yield
free fatty acids (FFAs) were evaluated different commercial enzymatic catalysts
(Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM and Novozyme® 435), addition of sodium
phosphate buffer at different pHs (5.7-8.0), salts (CuCl,, CaCl,, KCI, NH4Cl, NaCl,
MgCl,), surfactants (Triton X-100, Tween 80) and organic (n-hexane, n-heptane,
isopropanol, tert-butanol) solvent, as well as process variables: agitation (400-2000
rom), temperature (30-60 °C), weight ratio of substrates (1:20-1:1 oil:water) and
percentage of catalyst (1-20% by mass of oil). The results show that the addition of a
buffer solution (pH 8.0) and organic solvent n-hexane contributed significantly to the
increase in free fatty acids in the hydrolysis yield being obtained approximately 82%
at 55 °C oil weight ratio: Buffer 1:2, 100% n-hexane solvent relative to the weight of
oil and 400 rpm for 6 hours reaction, 15% Lipozyme® RM IM. The reaction conditions
of the process were explored in the presence of n-hexane organic solvent by means
of experimental design, in order to maximize the yield FFAs in the process, as well as
obtaining the kinetics of production of FFAs. Given the variables, it can be seen that
no increase in yields of FFA by increasing the weight ratio of oil:solvent n-hexane,
temperature, buffer and percentage of catalyst variables that influence the process
significantly. In reaction kinetics, about 88% free fatty acids were produced in
reaction medium consisting of 70% buffer, 100% of n-hexane solvent and 15% of
catalyst, reaction for 8 hours. The reuse of the enzyme catalyst has been reported
before 20 reaction cycles, where it was detected decrease of approximately 50% of
revenue in the initial FFA process.



Key words: Hydrolysis, macauba kernel oil (Acrocomia aculeata), enzymatic
catalysis.



CAPITULO 1. INTRODUGAO

by

Vérios aspectos socioeconémicos juntamente a crescente preocupac¢ao
ambiental estdo impulsionando a industria para chegar a um combustivel alternativo
aos combustiveis fosseis. As principais razfes socioecondmicas sao a instabilidade
politica das regides exportadoras de petrdleo, seu esgotamento das reservas do
mundo e do aumento na demanda, o que resulta no aumento de seu prego. Do
ponto de vista ambiental, os combustiveis fosseis como o diesel sdo considerados
pela maioria das pesquisas por serem 0s responsaveis pelos fenbmenos de

aguecimento global.

Neste contexto, vem-se intensificando o incentivo ao desenvolvimento de
novas tecnologias energéticas que supram as necessidades exigidas pelo mundo
globalizado. O estudo de fontes alternativas e renovaveis de energia tem se tornado
necessario devido a possivel escassez de combustiveis fosseis e problemas de
ordem ambiental. Dentre 0s recursos renovaveis disponiveis para producdo de
combustiveis alternativos, a modificacdo de 6leos e gorduras tem sido largamente
investigada [1, 2, 3, 4]. Entre os processos para modificacdo de 6leos vegetais,
podemos destacar a esterificagéo, transesterificacédo e hidrdlise [5].

O método de obtencdo de biodiesel mais empregado é o de
transesterificacdo, que consiste na reacdo quimica de triacilglicerideos com alcoois
(metanol ou etanol) na presenca de um catalisador (acido, basico ou enzimético), ou
na auséncia do mesmo [6]. A glicerina é um subproduto da reacdo, e deve ser
purificada antes da venda para se aumentar a eficiéncia econdmica do processo.
Segundo a Lei n°® 11.097, de 13 de Janeiro de 2005 vigente no Brasil, biodiesel € um
“‘combustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustao
interna com ignicdo por compressao ou, conforme regulamento, para geragédo de
outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de
origem fossil” [6]. Apresenta caracteristicas fisico quimicas semelhantes as do o0leo
diesel, porém € menos tbéxico, derivado de fontes renovaveis [7, 8], biodegradavel,
livre de enxofre, e reduz toxinas cancerigenas do ar (particulas, hidrocarbonetos néao

gueimados, monoxido de carbono e sulfatos) de 75-90% em comparacéo com diesel



[9, 10, 11], podendo ser utilizado em qualquer motor de ignicdo por compressao,

sem grande modificacdes [6].

Este cenario promove a busca por fontes alternativas de energia para
manter o desenvolvimento econdmico e social, distingui-se o biodiesel por seu
potencial de reducdo de impactos ambientais [12]. Ressalta-se, contudo, que ha de
se considerar que as principais fontes de 6leo para a producéo de biodiesel sdo de
culturas alimentares [13], merecendo o Brasil o posto de um dos maiores
produtores de 6leo de soja (CONAB) no mundo, 0 que estabelece um conflito entre
as finalidades energética e alimentar no uso de terras araveis [14]. Além disto,
algumas pesquisas ressaltam que a aquisicdo da matéria-prima atualmente
corresponde por mais de 75% das despesas de producdo de biodiesel, que € uma
séria ameaga para a viabilidade econémica da industria de biodiesel [15].

A exploracéo e incentivo da utilizagdo de demais substratos como fonte
de dleo pode atender a esses requisitos e, portanto, contribuir para complementar a
demanda primaria de biodiesel. Visando com otimismo uma futura lideranca
mundial do pais na producéo de biodiesel, assim como a utilizacdo de uma matriz
oleaginosa sem fins alimenticios, o 6leo do fruto da Macauba (Acrocomia aculeata)
destaca-se, devido ao grande potencial para producdo, 1500 a 5000 Kg de 6leo por
hectare, comparativamente muito superior a produtividade exibida pela soja, cerca
de 700 Kg/ha. A Acrocomia aculeata produz 6leo de alta qualidade e é considerada
uma matriz oleaginosa com grande potencial para a producdo sustentavel de
biocombustiveis [16], destacando-se sob os aspectos ambiental, econédmico e social

[17] e tendo o estado do Parana como potencial produtor [6].

O processo amplamente usado para produzir o biodiesel é a
transesterificacdo dos triacilglicerideos com metanol na presenca de um catalisador
alcalino [18]. Embora este processo possua bons rendimentos em AGLSs e tempo de
reacao, possui alguns inconvenientes, como a dificuldade de separar o catalisador
dos produtos da reacdo, a producdo de residuos liquidos altamente alcalinos e a
necessidade de uma alta qualidade de matérias-primas (acidez inferior a 0,5% e teor
de agua de 0,06%) [11, 19]. Dentre as tecnologias disponiveis, a obtencdo de
ésteres de acidos graxos em duas etapas reacionais para substratos com elevada

acidez e umidade, que consiste na hidrélise dos triacilglicerideos seguida da
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esterificacdo dos &cidos graxos obtidos tem se destacado recentemente [20, 21, 22,
23, 24, 25], principalmente sobre o processo de transesterificagdo convencional,
uma vez que este gera inevitavelmente sabdes na presenca de acidos graxos [18,
26] inativando assim o catalisador, afetando a produtividade do processo [2, 5, 22,
27, 28, 29].

A hidroesterificacdo é a mais moderna alternativa na producdo de
biodiesel. Esse processo permite o uso de qualquer matéria prima graxa (gordura
animal, 6leo vegetal, 6leo de fritura usado, borras &cidas de refino de 6leos vegetais,
entre outros) [22], cujas quais sado totalmente transformadas em biodiesel
independente da acidez e da umidade que possuem. Este processo proporciona
uma glicerina muito mais pura que a glicerina advinda da transesterificacdo, onde
um significativo teor de sais, &alcoois e outras impurezas encontram-se presente na
glicerina. Apos a hidrélise, os &cidos graxos gerados sdo entdo esterificados,

obtendo-se os ésteres com elevada pureza [24, 25].

1.1. Objetivos

Dentro do contexto exposto, o presente trabalho tem por objetivo o
desenvolvimento de tecnologia de producdo de acidos graxos livres do Oleo de
macauba (Acrocomia aculeata) pela reacdo de hidrélise, em processo batelada.

Para alcancar este objetivo geral, 0os seguintes objetivos especificos foram tracados:

i. Avaliar o efeito da adicdo de aditivos ao meio reacional (sais, surfactantes,
solventes);

ii. Avaliar o efeito das varidveis de processo (temperatura, concentracdo de
catalisador, razdo massica dos substratos, percentual de solvente) no
rendimento em acidos graxos livres;

iii. Obtencéo da cinética de producéo de acidos graxos livres;

1.2. Publicacdes

Cabe ressaltar que durante a realizagdo deste trabalho, o seguinte prémio foi
obtido:



RASPE, D. T.; SILVA, C. Selecdo de Catalisadores para a
Hidroesterificacdo enzimatica do Oleo de Macatba (Acrocomia
aculeata). Terceiro lugar geral dos melhores trabalhos apresentados no XiIl
Encontro Regional Sul de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Ill Simpdsio de
Alimentos e FIIA 2013. Sociedade Brasileira de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (sbCTA).

Os seguintes artigos foram submetidos e estdo em processo de submisséo

para publicacdo em periodicos:

RASPE, D. T.; SILVA, C.; CARDOZO FILHO, L. Effect of additives and
process variables on enzymatic hydrolysis of macauba kernel oil
(Acrocomia aculeata). International Journal of Chemical Engineering, v.
2013, p. 1-8, 2013.

RASPE, D. T.; SILVA, C. Producéo de Hidrolisado do Oleo de Macatba
(Acrocomia aculeata) com adicdo de solvente organico ao meio

reacional. Revista de Ciéncias Exatas e Naturais, 2014.

Os trabalhos citados abaixo foram publicados em Anais de Congressos:

RASPE, D. T.; LEUCHS, J. C. G.; SILVA, C. Efeito das variaveis de
processo e aditivos na producédo de acidos graxos livres do 6leo de
macauba. In: XIX Simpdsio Nacional de Bioprocessos & X Simposio de
Hidrélise Enzimatica de Biomassas, 2013, Foz do Iguacu. Anais do XIX
Simpdésio Nacional de Bioprocessos & X Simpésio de Hidrolise Enzimatica

de Biomassas, 2013.

RASPE, D. T.; SILVA, C. Producéo de Hidrolisado do Oleo de Macauba
(Acrocomia aculeata) com Adicdo de Solvente Organico ao Meio
Reacional. In: IV Encontro Paranaense de Engenharia de Alimentos, 2013,
Guarapuava. Anais do IV Encontro Paranaense de Engenharia de Alimentos,
2013.

RASPE, D. T.; SILVA, C. Efeito das variaveis de Processo na Obtencéo
de Acidos Graxos Livres do Oleo de Macautba (Acrocomia aculeata) em

sistema livre de Solvente. In: Xll Encontro Regional Sul de Ciéncia e
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Tecnologia de Alimentos, Il Simpédsio de Alimentos e FIIA 2013, 2013,
Medianeira. Anais do XII Encontro Regional Sul de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Il Simpdsio de Alimentos e FIIA 2013, 2013.

iv. RASPE, D. T.;SILVA, C. Selecdo de Catalisadores para a
Hidroesterificacdo enzimatica do Oleo de Macatba (Acrocomia
aculeata). In: Xl Encontro Regional Sul de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, Il Simpdsio de Alimentos e FIIA 2013, 2013, Medianeira. Anais
do XII Encontro Regional Sul de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Il
Simpésio de Alimentos e FIIA 2013, 2013.

1.3. Estrutura do trabalho

Este trabalho esta estruturado de forma a apresentar no capitulo inicial
(Capitulo 1) uma introducdo que permita identificar algumas consideracdes acerca
do trabalho em questdo, e os objetivos da realizagdo do mesmo, contemplando a
origem do tema, a importancia, a metodologia utilizada, as limitacdes, a estrutura da

dissertacao e o referencial bibliografico do mencionado.

O Capitulo 2, apresenta a revisdo bibliogréfica da literatura publicada
sobre o tema do presente trabalho. Visando a contextualizagdo, o texto aborda
inicialmente conceitos, premissas e legislagbes, destacando a importancia dos
biocombustiveis no contexto atual do desenvolvimento sustentavel. Em seguida,
encontram-se abordados o estado da arte em que se encontram as pesquisas sobre
o tema do trabalho em questdo, considerando 0s processos envolvidos
separadamente.

As secbes correspondentes aos Capitulos 3 e 4 serdo apresentadas em
forma de artigos cientificos, estando dispostas conforme as normas propostas pelo
periédico de publicacdo. Estes capitulos trazem uma pequena introducdo, 0s
materiais e métodos utilizados no desenvolvimento de cada artigo, os resultados

obtidos e sua discusséo, aléem das conclusfes de cada etapa.



O artigo que compde o Capitulo 3, intitulado “Effect of additives and
process variables on enzymatic hydrolysis of macauba kernel oil (Acrocomia
aculeata)” reporta os resultados obtidos em relacdo aos testes preliminares do
presente trabalho, correspondendo aos resultados referentes ao melhor percentual
de agua adicionado ao meio reacional; a diferentes valores de pH da solucéo
tampdo; a influéncia da solu¢do tampéao no rendimento em AGLs da hidrolise do 6leo
da améndoa da macauba. Avaliacdo do efeito de aditivos ao meio reacional, sendo
estes surfactantes, sais e solventes; das variaveis temperatura, razdo massica de
AGLs:solucdo tampdo e concentracdo de catalisador, sendo deste ultimo, avaliadas

trés diferentes lipases comerciais.

No Capitulo 4, é apresentado o artigo correspondente a “Produgado de
acidos graxos livres a parir da hidrélise enzimética do 6leo de macauba (Acrocomia
aculeata) em sistema com solvente organico”, o qual aborda as reacfes que
objetivaram as melhores condi¢cfes reacionais dos processos de hidrdlise na adi¢ao
de solvente organico no meio reacional, visando a maximizacdo na producdo de
acidos graxos livres (AGL). O percentual de solugdo tampédo, concentracdo de
catalisador e temperatura foram otimizados na etapa de hidrolise, visando a

maximizacao da producéao de AGLs.

Por fim, o Capitulo 5 contempla as conclusdes obtidas no decorrer do
desenvolvimento do presente trabalho, acompanhado das perspectivas futuras,

expostas no Capitulo 6.
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CAPITULO 2. REVISAO DA LITERATURA

Os combustiveis fosseis sdo recursos energéticos nao renovaveis, e que,
portanto, tendem a se esgotar com o passar do tempo. Ha estudos prevendo que,
mantidas as taxas atuais de produc¢do e consumo, as reservas de petroleo ndo irdo
durar por mais de algumas décadas. Ademais, 0 uso intensivo de combustiveis
fosseis esta associado a diversos impactos ambientais, como a poluicdo do ar nos
grandes centros urbanos, mudancas climaticas, que atualmente representam a

principal ameaca a existéncia da espécie humana sobre a Terra [1].

Verifica-se, portanto, a necessidade da substituicio dos combustiveis
fésseis por fontes de energia que sejam renovaveis e ambientalmente mais limpas,
tanto no aspecto das emissGes de gases de efeito estufa como no aspecto das

emissdes de poluentes atmosféricos.

Neste capitulo é apresentada como forma de fundamentacédo tedrica
deste trabalho uma breve explanacdo sobre energias renovaveis e o contexto do
biodiesel como alternativa ao diesel de petroleo. O presente capitulo aborda ainda
alguns conceitos e métodos utilizados para producdo de biodiesel, com énfase no

processo de hidrolise e sua aplicacdo na producao de biodiesel.

2.1. Situacao Energética Mundial

O mundo encontra-se em constante busca de energias, que possam
suprir as necessidades de desenvolvimento de cada pais. A seguir sera feito um

breve relato sobre algumas das principais fontes de energia usadas no mundo.

2.1.1. Energias Nao Renovaveis

A evolucdo do ser humano descreve uma trajetoria de demanda
crescente sobre 0s recursos naturais, sendo que uma parcela superior ao 50% da

superficie terrestre e sua produtividade ja sdo utilizadas [2]. Estima-se, por exemplo,
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que a escassez de agua atingira 40% da populagcédo do Planeta em 2030 [3]. A partir
do processo de industrializacdo da sociedade humana, com a Revolugéo Industrial
como marco inicial comumente aceito, a utilizacdo de energia observou aumento
exponencial. Parcela substancial deste aumento deve-se a utilizacdo da matriz fossil
como geradora de energia. Com isto, carvao e petréleo sdo pano de fundo para uma
das mais rpidas e intensas modificacdes das sociedades humanas em sua historia
no Planeta. Como efeito, a atmosfera terrestre observa um aumento gradual, mas
persistente, na concentracdo de gases que alteram seu balanco energético,
definindo um quadro ndo analogo ao observado nos ultimos setecentos mil anos [4,
5].

O processo de geracao de energia é considerado um dos grandes marcos
de referéncia na histéria da humanidade. E tido como limitante, e como forte entrave
para o desenvolvimento socio econbmico mundial. Existem inUmeras formas de
obtencdo de energia, desde a hidroelétrica, que é a mais comum, até a nuclear,
passando pela energia gerada por meio dos biocombustiveis [6, 7]. A primeira e
principal fonte de energia utilizada pela humanidade foi e continua sendo
representada pela energia féssil, gerada em periodos geologicos passados a partir
de matéria organica fossilizada. Esse tipo de energia ndo renovavel, segundo a EIA
[8] esta representada atualmente pelo petréleo (32,8%), carvdo mineral (27,2%) e
gés natural (20,9%).

Os combustiveis fosseis constituem cerca de 80% da energia primaria
consumida no mundo, e mais de 57% daquela utilizada no setor de transportes [9].
Os combustiveis fosseis enfrentam atualmente uma forte crise devida ao continuo
aumento na demanda e o preco do petréleo, e ao imenso prejuizo que causam no
meio ambiente, sendo este ultimo um dos fatores mais agravantes, principalmente

em se tratando do aguecimento global [10].

A combustéo proveniente deste tipo de combustivel gera uma quantidade
significativa de gases de efeito estufa, sendo os mais importantes o di6xido de
carbono (CO,) e o didéxido de enxofre (SO,). Desde meados do século passado, a
concentragdo atmosférica de CO, vem se elevando e atingindo niveis dramaticos
[11, 12], devido em parte a utilizagéo crescente de combustiveis fosseis. Acredita-se

que seja este um dos fatores que contribuem sobremaneira as mudancas climéticas
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gue o planeta vem sofrendo, e que tém vindo manifestando fortes precedentes como
alteracdo na intensidade e distribuicdo das chuvas, elevacéo do nivel dos oceanos,
e um crescente aumento na frequéncia e intensidade de fendmenos climaticos

extremos [10].

2.1.2. Energias Renovaveis

Face ao acelerado crescimento do consumo mundial de energia
associado as incertezas quanto ao suprimento das necessidades futuras, pesquisas
por novas fontes energéticas sdo complementadas por outras que objetivam o seu
melhor aproveitamento através de diferentes tecnologias, o que pode adiar no tempo
a previsdo de crises energéticas. A partir dessa problematica, os governos tém
partido em busca de novas fontes de energia que sejam renovaveis e
ambientalmente limpas. Entre elas encontram-se os biocombustiveis, que, pudendo
ser liquidos, gasosos ou solidos, sdo gerados a partir dos mais variados tipos de
matéria-prima, como a cana-de-acucar, plantas oleaginosas, biomassa de florestas,
e outras fontes de matéria orgéanica [13], incluindo as promissoras pesquisas com
microalgas biocombustiveis [14, 15, 16]. Eles podem ser utilizados tanto isolados

quanto adicionados a combustiveis convencionais.

Como exemplos tém-se o bioetanol, biodiesel, biometanol, biogas e bio-
hidrogénio. O bioetanol, como o biocombustivel mais tradicional, é gerado a partir da
cana-de-acucar, milho, trigo e beterraba, enquanto o biodiesel € comumente obtido a
partir de sementes de plantas oleaginosas como soja, canola, algodao, girassol e
mamona [2]. Em 1998, essas fontes de energia renovaveis eram muito
insignificantes, correspondendo a apenas 2% de toda a energia consumida
mundialmente [17]. Atualmente, esse tipo de energia tem ganhado muito destaque
na imprensa internacional, visto suas inUmeras vantagens, a seguranga energética,
diminuicdo com as perturbacdes ambientais e vantagens socioecondmicas e
ambientais. Dessa forma, acredita-se que em 2050 esse tipo de energia represente
pelo menos o 50% de toda a energia consumida pelos paises em desenvolvimento
[18].
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No inicio de 2012, foi publicado no Consumer Energy Report a situacao
atual dos principais produtores de biocombustiveis a nivel mundial. O relatério
esboca que os EUA, o Brasil e a Unido Europeia a contam para 87% da producao
mundial de biocombustiveis, sendo que os EUA produziram 48% do total mundial
em 2011 de biocombustiveis, principalmente na forma de etanol de milho, e o Brasil
produziu 22,4%, principalmente em etanol de cana. No entanto, a producdo de
etanol no Brasil apresentou um declinio nos ultimos anos devido as decepcionantes
safras de cana. A terceira maior produtora de biocombustiveis é a Unido Européia,
que é a principal regido produtora de biodiesel do mundo. A Unido Europeia foi
responsavel por 16,5% da producdo mundial de biocombustiveis. Os Unicos paises,
produzindo mais de 3% do total mundial de biocombustiveis foram a Alemanha
(4,8%) e Argentina (3,8%).

2.1.2.1. Biodiesel

Um dos grandes destaques da atualidade na area de biocombustiveis é o
interesse pelo uso de recursos naturais baseados em materiais lignocelulésicos [8,
19] para a producédo de etanol ou por fontes produtoras de lipideos usados para a
producéo de biodiesel. O biodiesel é o produto da reacdo de um triacolglicerideo ou
acido graxo (6leo vegetal ou gordura animal) e um reagente, na presenca ou néo de
um catalisador, sendo denominado de ésteres de &cido graxos [20, 21]. Por
definicdo, € um substituto natural do diesel de petroleo, que pode ser produzido por
fontes renovaveis, como 6leos vegetais e gorduras de animais. Quimicamente, é

definido como éster monoalquilico de &cidos graxos derivados de lipideos [22].

Biodiesel é o nome dado a ésteres alquilicos de acidos graxos desde que
atendam certos parametros de qualidade [23, 24, 25, 26, 27], e de acordo com a
Resolugcdo n°4 da ANP [28], somente as misturas de ésteres de acidos graxos
superiores a 96% podem ser denominadas de biodiesel. Além de esses ésteres
serem derivados de fontes biolégicas como plantas e animais, atuam como
combustivel substituto ao diesel de petréleo, com desempenho muito préximo, nao
exigindo modificagbes nos motores [29]. Na Europa as especificagfes fisico-

quimicas de qualidade para o biodiesel estdo agrupadas na norma EN 14214 [26],
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nos Estados Unidos estas sao regulamentadas pela norma ASTM D6751 [23],
enquanto no Brasil o mesmo é feito através da resolugcdo ANP 07/2008 [27], que é
exigida para que o produto seja utilizado no mercado brasileiro, com o0s seus
respectivos limites de contaminantes e os métodos que devem ser empregados no

seu controle de qualidade.

Em relagcdo aos biocombustiveis, o Brasil se encontra em posi¢do
confortavel, principalmente por ser o lider mundial na producdo de bioetanol, e
também pelo seu enorme potencial natural e agricola para producdo de biomassa
para biodiesel [13]. Em 2004 foi lancado no Brasil o Programa Nacional de Producéo
e Uso de Biodiesel, como uma opc¢éao nacional ao uso de combustiveis. A Lei n°®
11.097, de 13 de janeiro de 2005, dispds sobre a introducdo do biodiesel na matriz
energética brasileira, e o definiu como um “biocombustivel derivado de biomassa
renovavel para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por compressao
ou conforme regulamento para geracdo de outro tipo de energia, que possa
substituir parcial ou totalmente combustivel de origem féssil”. Esta mesma lei
estabeleceu que a partir de janeiro de 2008 fosse obrigatério a adicdo de 2% de
biodiesel ao diesel de petréleo e que a partir do ano de 2013 torna-se obrigatorio a

adicao de 5% de biodiesel ao diesel de petroleo [30].

Desde 1° de Janeiro de 2010, o Oleo diesel comercializado em todo o
Brasil contém 5% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Resolu¢ao n° 6/2009
do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), publicada no Diario Oficial da
Unido (DOU) em 26 de outubro de 2009, que aumentou para 5% o percentual
obrigatério de mistura de biodiesel ao 6leo diesel, antecipando assim a meta prevista
a ser implantada a partir de 2013. A continua elevacao do percentual de adicdo de
biodiesel ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Producéao e Uso
do Biodiesel e da experiéncia acumulada pelo Brasil na producdo e no uso em larga

escala de biocombustiveis [28].

A fim de conferir uma dimenséo a perspectiva de expansdo da producéo
de biodiesel no Brasil, o portal Biodiesel BR [30] forneceu projecbes efetuadas para
o periodo 2005 — 2035. Para tal, foram considerados o0s seguintes parametros

basicos para efetuar a projecao:
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i. Taxa geométrica de crescimento do consumo de 6leo diesel de 3,5% a.a.;
ii.  Mistura de biodiesel ao 6leo diesel iniciando em 2 % e finalizando em 40%;
iii.  Produtividade de 0leo iniciando em 600 kg/h e finalizando em 5.000 kg/h;
iv.  Considerou-se grande usina aquela que processa acima de 100 kt/ano;

v. Parcela da producéo alocada a grandes usinas de 80%;

vi.  Craqueadores instalados em pequenas comunidades ou propriedades rurais
atingindo 100.000 no final do periodo, com producdo média de 1,04x10™*
km3/h.

O estudo mostra que o Brasil podera produzir, apenas para o mercado
interno, um volume aproximado de 189,27 litros, sendo a maior parcela produzida
por transesterificacdo (80%) e o restante por craqueamento. A producdo por
transesterificacdo atendera o grande mercado atacadista, direcionado a mistura com
petrodiesel, o abastecimento de frotistas ou de consumidores interessados em
aumentar a proporcéo de biodiesel no petrodiesel. Estima-se que a producao de
biodiesel para os mercados externos e internos, no final do periodo, sera
equivalente. Entretanto, nos primeiros 10 anos, o mercado interno absorvera a
totalidade da producdo. No conjunto do mercado interno e externo, a rota de
transesterificacdo etandlica respondera por 90% do total do biodiesel produzido.
Nesse cenério, no final do periodo, havera uma demanda de 22,71 litros de etanol e
uma producdo 4 milhdes de toneladas de glicerol, evidenciando o potencial de

integracdo de cadeias com a producéao de biodiesel.

2.2.Matérias Primas para a Producédo de Biodiesel

Uma variedade de biolipideos pode ser usada para produzir o biodiesel. A
matéria-prima para a producdo de biodiesel depende muito do clima, condi¢cdes de
solo e disponibilidade de locais; consequentemente diferentes regibes estao
concentrando seus esfor¢cos em diferentes tipos de 6leo [31]. No entanto, de acordo
com algumas pesquisas, a aquisicdo de matéria-prima atualmente corresponde por

mais de 75% das despesas de producédo de biodiesel, que € uma séria ameaca para
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a viabilidade econémica da industria de biodiesel [32]. Por conseguinte, o custo final
do biodiesel depende, principalmente, do preco da matéria-prima, conforme descrito

na Figura 2.1.

M Matéria prima: 75%

H Reagentes: 12%

M Depreciagao: 7%

H M&o de obra direta: 3%
M Energia: 2%

u Despesas gerais: 1%

Figura 2.1. Custos gerais da producéo de biodiesel [32].

Com preco de Oleo vegetal aumentando consideravelmente nos ultimos
anos, o custo de producédo do biodiesel vai continuar aumentando, e o biodiesel vai
acabar perdendo sua vantagem competitiva devido ao preco elevado. Além disso, os
problemas associados com os impactos sobre a seguranc¢a alimentar e mudanga na
terra também tém surgido. Baseando-se nisto, os cientistas estdo desenvolvendo
uma nova geracdo de biodiesel para ajudar a evitar tais problemas. Uma possivel
solucdo € o emprego de matérias-primas alternativas de diferentes tipos, qualidade e
custo [31]. O cultivo de matérias-primas e a producdo industrial de biodiesel tém
grande potencial de geracdo de emprego, que é uma forma de inclusdo social,
especialmente quando se considera o amplo potencial produtivo da agricultura

familiar.

O Brasil apresenta condi¢cdes reais para se tornar um dos maiores

produtores de biodiesel do mundo, principalmente por dispor de solo e clima
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adequados ao cultivo de oleaginosas [33]. Além das &reas agricultaveis ja utilizadas,
0 pais ainda dispde de aproximadamente 140 milh8es de hectares agricultiveis,
incluindo terras pouco viaveis para a producdo de outras espécies alimenticias.
Assim, o pais se torna um dos poucos, se ndo o unico, pais do mundo capaz de
expandir sua produgdo para os mais variados fins, incluindo as oleaginosas. A partir
dai, acredita-se que o Brasil tem condi¢Bes suficientes para liderar a producéo
mundial de biodiesel, possibilitando a substituicdo do 60% da producdo mundial de
Oleo diesel [34]. Ademais, quando se observa o panorama geral da producdo de
biodiesel no Brasil, vé-se que mais de 70% do biodiesel produzido é originario da
soja, um produto alimenticio nobre com grande impacto econémico que, de quebra,
traz para as regides aridas e semiaridas uma situacdo de maior dependéncia dos
Estados do Centro-Sul, fato que nos leva a importar biodiesel dessas regibes. E
digno de nota, porém, que o Brasil ndo somente tem outras espécies promissoras
nesse sentido, mas também o interesse a partir do qual esté incentivando pesquisas
cientificas que visam levantar dados sobre a real capacidade de substituir o éleo de
soja por 6leos de outras oleaginosas. E possivel que em um curto prazo ndo se
consiga a substituicdo total do biodiesel de soja pelo produzido por outras espécies
vegetais, mas acredita-se que o Brasil e outros paises emergentes tém forte

capacidade de liderar o mercado de oleaginosas alternativas.

Dentre o leque de oleaginosas estudadas para o desenvolvimento de
biodiesel, abaixo serdo apresentadas as principais caracteristicas de quatro destas,
uma das quais ja é potencialmente utilizada na producdo de biocombustiveis no
Brasil e no Mundo. Primeiramente é apresentada a oleaginosa que € usada na
alimentacdo humana e animal, e que apresenta potencial de uso como
biocombustivel. Na sequencia, apresentam-se trés outras espécies, cujas quais
estdo entre as mais estudadas pelas suas propriedades oleaginosas, merecendo

destaque a ultima, objeto de estudo do presente trabalho.

2.2.1. Soja (Glycine max)

A soja, com uma tecnologia agricola ja bem estabelecida, € hoje a

principal matéria-prima na produgéo de biodiesel. Parte disso se deve a arranjos
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produtivos muito bem estudados e implantados em boa parte do territério brasileiro,
sendo esta sua principal vantagem em relagdo as outras oleaginosas. Do ponto de
vista do balanco energético, da ocupacao de terras e da incluséo social, a soja ndo &
a melhor opc¢édo. Porém, do ponto de vista econdmico, e visando um baixo uso de
fertilizantes nitrogenados e boa disponibilidade de sementes e tecnologia, a soja €,
sim, muito importante como matéria-prima para a producéo de biodiesel [35]. A soja
€ um vegetal nobre, j& que possui destinos variados, especialmente aqueles ligados
com a alimentacdo animal e humana, com fortes impactos sobre a balanca
comercial dos paises produtores [36]. Além disso, 0 cultivo desta leguminosa exige
condi¢cdes edafoclimaticas especificas, que ndo se ddo em diversas areas que

necessitam desenvolvimento.

Entre as oleaginosas, a soja ocupa o topo da lista no ranking Brasileiro de
matérias-primas para a producédo de biodiesel. Cerca de 80% do 6leo biocombustivel
produzido no Brasil vem da soja [2]. Assim, muitos paises vém pesquisando fontes
alternativas para o 6leo de soja de forma a diminuir o impacto que a subtracéo desse
tipo de Oleo tem na alimentacdo humana e animal, e desmitificar o uso do 6leo
biocombustivel como o causador da fome no mundo, como recentemente foi
veiculado nos meios de comunicacédo. Na verdade a industria do petréleo encontra-
se em alerta, tendo em vista a possibilidade dos biocombustiveis como biodiesel e

bioetanol reduzirem parte dos seus lucros.

A é&rea agricola destinada ao cultivo de oleaginosas é dezena de vezes
menor quando comparada as areas voltadas para alimentacdo. A ideia que o0s
biocombustiveis podem levar ao desmatamento é outro mito, pois as areas
desmatadas sdo consequéncia da monocultura, da pecuéria extensiva e da extracao
de madeiras, principalmente na Regido Norte do Brasil [2]. Dessa forma, o governo
brasileiro tem direcionado uma parcela significativa de recursos para viabilizar
estudos de fontes alternativas de oleaginosas nao convencionais, bem como
nativas, visando a inclusdo de pequenos agricultores nas regides mais carentes do

pais, tal como o nordeste.

18



2.2.2. Algodao (Gossypium hirsutum)

O 6leo de algoddo é um dos mais representativos no mercado mundial,
ocupando o 9° lugar entre os mais produzidos [37]. Em 2006, o algod&o representou
7% do mercado de Oleos comercializados no Brasil, ficando atras apenas da soja
[38]. H& muito tempo que o algodoeiro é reconhecido no Brasil, principalmente na
regido nordeste, como importante fonte de renda e geracdo de emprego para a
agricultura familiar. O 6leo do algodéo apresenta um perfil quimico compativel com
sua utilizagdo como biodiesel, toda vez que suas sementes encerram cerca de 20%
de 6leo [37], constituido por acidos graxos insaturados, especialmente acidos oléico
e linoléico. Além disso, esta cultura possui outras utilidades, como a producdo de
fibras e torta [38].

Dentre as oleaginosas, € a segunda mais produzida nas regiées nordeste
e centro-sul do Brasil [34]. Porém, no listado das 10 melhores oleaginosas
brasileiras avaliadas em termos da producdo de Oleo, aparece em ultimo lugar
devido a seu baixo rendimento de 6leo por hectare (cerca de 0,1 a 0,2 ton ha™) [34].
Isto faz com que a potencialidade da espécie para a producdo de biodiesel fica
comprometida. Entretanto, resultados ainda preliminares de uma pesquisa mais
recente que levou em consideracao 0s custos de producdo e conservacdo do meio
ambiente, entre outros fatores, indicam que o plantio de algodao voltado para a
producdo de biodiesel pode ser uma boa opcdo para os produtores das regides
aridas e semiéaridas do Brasil. Porém, o estudo questiona, preliminarmente também,

sua viabilidade econémica [2].

2.2.3. Pinhdo-manso (Jatropha curcas)

Dentre as plantas com potencial de utilizacdo nos programas de
agroenergia, o pinhdo-manso mostra-se muito promissor. J. curcas apresenta
sementes que encerram entre 25 e 32% de 6leo [40], podendo render até 1,5 t ha™
de 6leo ano em plantas de pelo menos 5 anos de idade [41, 42]. A semente produz
um Oleo com excelentes caracteristicas fisico-quimicas e boa proporcédo de acidos

graxos insaturados os mais cobigcados para estes fins.
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Segundo o Centro Experimental de Ségou, na antiga Africa Ocidental
Francesa, a produtividade média anual estimada do pinhdo-manso é de 8.000 kg ha’
! de sementes [43]. Se ndo bastasse, o pinhdo-manso pode ainda render uma torta
rica em nitrogénio, potassio, fosforo e matéria organica. Outras aplicacbes dos
subprodutos do pinh&o-manso incluem o uso da casca como carvdo vegetal e
matéria-prima na fabricagdo de papel. Esses fatores aliados favorecem a cultura do
pinh&o-manso junto com suas principais vantagens, que consistem em possuir um
Oleo resistente ao deterioro [42], de alta acidez e de colheita programatica em

relacdo a outras espécies ricas em 6leo, como as palmaceas [42].

O pinhdo-manso é considerado uma boa opc¢ao agricola, principalmente
para as regides semiaridas do globo. Embora seja exigente em insola¢éo, apresenta
forte tolerdncia a seca. Porém, estudos mostram que a utilizagdo comercial da
espécie seria dependente de precipitacdes nunca menores a 600 mm ano™ [44, 45,
46]. Embora J. curcas tenha mostrado moderada tolerédncia a seca [45, 46, 47],
estudos recentes tém mostrado que o estresse osmotico, atrelado ou ndo ao

estresse hidrico, é fortemente inibitério do crescimento desta planta [48, 49].

2.2.4. Macauba (Acrocomia aculeata)

Dentre as diversas plantas capazes de produzir 6leo, matéria-prima para
producdo de biodiesel, as palmas sdo consideradas, atualmente, as espécies mais
promissoras. Macauba (Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. Ex Martius), apresentada
na Figura 2.2, € uma palmeira oleaginosa amplamente distribuida no continente
americano, incluindo o México, Antilhas , Brasil, Argentina, Uruguai e Paraguai. Esta
palmeira é nativa de florestas abertas da Ameérica Central ao Sul do Brasil [50, 51].
Diferente do 6leo de palma (Elaeis guineensis), que requer um ambiente tropical
guente e Umido para crescer, a macauba é adaptada a diferentes ambientes
climaticos, incluindo o mais frio e seco do ecossistema subtropical semi-arido [52]. A
arvore produz frutos que podem ser transformadas em 0leo vegetal, racdo animal e

um granulado de biomassa densa [53, 54, 55].
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Figura 2.2. Fruto da Macauba (Acrocomia aculeata) [62].

Quantidade significativa de Oleo € obtida a partir dos frutos desta
palmeira, sendo que sua produtividade varia entre 1500 e 5000 kg de oleo por
hectare por ano, que € a segundo maior produtividade depois de 6leo de palma
(Elaeis guineensis). A palmeira macauba atinge uma alta produtividade apés 4 anos
de crescimento e mantém a producdo por mais de 100 anos [56]. Outras
caracteristicas importantes desta palmeira sdo a elevada resisténcia a pragas e as
variacbes de temperatura, e a capacidade de crescer em areas de baixa
pluviosidade [57]. Tem sido relatado que, se forem utilizados planejamentos
especificos para o cultivo e o processo de extracdo, a produtividade do 6leo da

macauba poderia chegar facilmente a 6000 kg por hectare [58].

Vérios estudos indicam que os frutos da macauba apresentam de 9 a 26% de
Oleo (base umida), com um valor médio de 19%. Em base seca, a polpa apresenta
46 a 78% de 6leo com um valor médio de 59%, sendo que a améndoa apresenta de
43 a 60% de 6leo, com um valor médio de 53% [59, 60]. O 6leo proveniente da
macauba nado tem tradicdo como alimento, porém, apresenta um perfil de acidos

graxos comparavel ao azeite de oliva, e alto teor de compostos bioativos, como
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carotendides e tocoferdis [51, 61]. Por apresentar elevado valor acido, torna-se
improprio para 0 consumo, bem como para uso como matéria-prima em processos

de transesterificacdo convencional [56].

2.3.Técnicas para a producdo do biodiesel pelo método de Transesterificacao

A maior parte do biodiesel atualmente produzido no mundo deriva do Gleo
de soja, utilizando metanol e catalisador alcalino [63], porém, todos os Oleos
vegetais, enquadrados na categoria de 6leos fixos ou triacilglicerideos, podem ser
transformados em biodiesel [64]. Quanto aos alcodis, os mais frequentemente
empregados sao os de cadeia curta, tais como metanol, etanol, propanol e butanol.
No Brasil o uso de etanol anidro é vantajoso, pois este é produzido em larga escala
para ser misturado a gasolina, além de ser um produto obtido através de biomassa
e, dessa maneira, 0 processo torna-se totalmente independente do petréleo [65],
promovendo a producdo de um combustivel completamente agricola [66]. A
producdo de etanol esta prosperando e ja alcancou 7 bilhdes de litros por ano,
sendo que a capacidade instalada de producdo no Brasil € da ordem de 16 bilhdes
de L/ano [64].

Com relacdo aos catalisadores, a transesterificacdo, representada pela
Figura 2.3, pode ser realizada tanto em meio acido quanto em meio basico [64]
porém, ela ocorre de maneira mais rapida na presenca de um catalisador alcalino
gue na presenca da mesma quantidade de catalisador acido, observando-se maior
rendimento e seletividade em AGLs, além de apresentar menores problemas
relacionados a corrosdo dos equipamentos [64, 66, 67]. Os catalisadores mais
eficientes para esse propésito sdo KOH e NaOH, sendo que o uso de hidroxido de
sédio, ao invés de metoxido de soédio, € preferido por causa dos perigos e

inconvenientes do uso de metal de sédio [64].

Para aumentar o rendimento de alquil ésteres e para permitir a formacéo
de uma fase separada de glicerol um excesso de agente transesterificante (alcool
primario) € usado, devido ao carater reversivel da reacdo [64]. Também, para que
resulte uma transesterificacdo satisfatoria, os 6leos devem possuir baixo teor de

acidos graxos livres [68], pois esses durante o processo de transesterificacdo podem
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reagir com o catalisador alcalino formando produtos saponificados [69], o que

diminui a eficiéncia de conversao.
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Figura 2.3. Representacdo da reacdo de transesterificacao de 6leos vegetais; a) Equacao

Geral; b) Reacdes consecutivas e reversiveis [70].

O processo geral é uma sequencia de trés reagOes consecutivas, na qual
mono e diacilglicerideos sao formados como intermediarios [71]. Para uma
transesterificacdo estequiometricamente completa, uma propor¢cdo molar 3:1 de

alcool por triacilglicerideo é necessaria [71, 72, 73]. Entretanto, devido ao carater
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reversivel da reacdo, o agente transesterificante (alcool) geralmente é adicionado
em excesso contribuindo, assim, para aumentar o rendimento do éster, bem como

permitir a sua separacao do glicerol formado [73].

Existem varias tecnologias que tém sido bem estabelecidos para a
producdo de biodiesel. Oleos vegetais e gorduras animais sdo adequados para
serem modificados de modo a reduzir as suas viscosidades, para que o produto
obtido tenha propriedades adequadas para ser utilizado como combustiveis para
motores do ciclo diesel. H4 muitos procedimentos que realizam esta modificacédo e
produzem um biodiesel de melhor qualidade, tais como o0 uso direto e mistura,

microemulsdes, pirdlise de 6leo vegetal a transesterificacdo [74, 75].

2.3.1. Producéo Catalitica de Biodiesel

Os oOleos vegetais podem ser transesterificados aquecendo-os com um
alcool e um catalisador. Catalisadores utilizados na producdo de biodiesel séo

divididos em duas categorias gerais, 0S homogéneos e heterogéneos [76, 77].

Nos métodos cataliticos, a selecdo apropriada do catalisador é um
parametro importante para reduzir o custo de producéo de biodiesel [78]. Assim, 0O
biodiesel comercial € normalmente produzido por transesterificacio homogénea.
Outro fator que afeta a escolha do tipo de catalisador é a quantidade de acidos
graxos livres (AGL) presentes no 6leo. Para 6leos com menor quantidade de AGL, a
reacdo catalisada por uma base da uma melhor conversdo de um tempo
relativamente curto, enquanto que para Oleos contendo alto teor de AGL, a
esterificacdo acida, seguida de transesterificacdo é a mais adequada [79]. Tem sido
relatado que as reagfes enzimaticas sdo insensiveis ao e teor de ALG e agua no
Oleo. Por isso, as reacdes enzimaticas podem ser utilizadas na transesterificacéo de
0leo de cozinha utilizado [80, 81], bem como nas reacdes que envolvam culturas

temporarias e perenes.
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2.3.1.1. Utilizag&o de Catalisadores Homogéneos

Os catalisadores homogéneos sao categorizados em catalisadores
bésicos e acidos. O processo de transesterificagdo homogénea especialmente a
basica requer um elevado grau de pureza das matérias-primas e de separacéo do
catalisador apos a reacéo, tanto do subproduto quanto produto no final. Ambos os
requisitos que elevam o custo do biodiesel [79, 82, 83, 84, 85]. Os catalisadores
utilizados sdo de natureza quimica e podem ser &cidos ou basicos [72, 82]. Os
catalisadores homogéneos basicos (NaOH, KOH etc.) sdo mais utilizados por terem
maior eficiéncia e menor corrosividade, taxa de reacao relativamente alta mesmo a
baixas temperaturas (aproximadamente 60°C) e custo relativamente baixo [73, 82].
Inicialmente s@o adicionados ao alcool e, depois, tem lugar a reacdo com o 0leo,

formando biodiesel e glicerol.

O processo de purificagdo do biodiesel ndo € simples, devido a
contaminacdo por glicerina residual, mono, di e triacilglicerideos, sabdes formados
pela reacdo entre o catalisador e matérias graxas, além de contaminacdo por agua
[64, 73, 82]. Tais contaminantes geram problemas sérios nos motores do ciclo
diesel, como corrosdo ou formacéo de incrustacdes, exigindo purificacdo cuidadosa
e aumentando os custos da producdo, além de gerarem efluentes com impacto
ambiental negativo. Uma forma alternativa de processamento para a producao de
biodiesel € a utilizacdo de um catalisador &cido. Transesterificacdo homogénea
acida pode economicamente competir com processo catalitico basico usando o 6leo
virgem, especialmente quando se trata de matérias-primas de baixo custo [79, 86].
Os acidos mais comumente utilizados sao sulfurico, fosforico, cloridrico ou sulfénico

organico [87].

A catdlise &cida ocorre perante a mistura direta entre o 6leo com um
alcool acidificado, de modo que a separacdo e a reagdo ocorrem em passo Unico,
com o alcool agindo simultaneamente como solvente e como reagente de
esterificacdo [88]. O efeito da utilizacdo do alcool em excesso gera reducdes
significativas no tempo de reacdo necessério para a reacdo homogénea catalisada
por acido, quando as concentracdes do catalisador e a propor¢cdo molar sdo mais
elevadas [89]. Apesar de o rendimento obtido com a catalise acida ser alto, os

acidos podem corroer os recipientes e vasos [87]. Assim, estudos que busquem
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procedimentos com melhores conversdes e materiais resistentes ao meio reacional

sao boas oportunidades para a pesquisa, o desenvolvimento e a inovagao [86].

2.3.1.2. Utilizagcao de Catalisadores Heterogéneos
2.3.1.2.1. Catalisadores Quimicos

Em comparagdo com catalisadores homogéneos que atuam na mesma
fase que a mistura de reagdo, os catalisadores heterogéneos atuam numa fase
diferente a partir da mistura de reagdo. Por estarem em uma fase diferente, os
catalisadores heterogéneos possuem como vantagem a facilidade na separacéo e
reutilizacdo [90]. Devido o elevado consumo de energia e a dispendiosa etapa de
separacdo do catalisador homogéneo a partir da mistura da reacao tem voltado a
atencao para o desenvolvimento e avango nos usos dos catalisadores heterogéneos

[79], além deste ndo produzir sabdo [91].

O uso da catalise heterogénea na transesterificacdo de triacilglicerideos
implica a eliminacdo de varias etapas de lavagem/recuperacdo de
biodiesel/catalisador, garantindo a eficiéncia e, assim, maior rentabilidade do
processo, bem como reduzem os custos de producdo. Comparado ao processo de
transesterificacdo catalitica homogénea, o processo de transesterificacdo catalitica
heterogénea pode tolerar as condi¢cdes de reacdo extremas, podendo a temperatura
ir de 70°C quanto a 200°C [92, 93], havendo ainda a possibilidade de poder ser
implementado em regime de funcionamento continuo processual [94, 95]. A
avaliacdo econdmica dos processos heterogéneo e homogéneo, em plantas de
producdo em grande escala de biodiesel, revelou as vantagens do processo
heterogéneo em termos de maior rendimento em biodiesel e de pureza mais elevada
de glicerina, bem como menores custos de catalisador e de manutengdo. O
consumo de energia e 0s custos associados sao maiores no caso do catalisador

heterogéneo.

Em relacdo aos aspectos ambientais, 0os autores reportam que a
aplicacédo do processo heterogéneo resultaria em menor risco associado com perda

ou vazamento de produtos quimicos perigosos e inflamaveis. Beneficios ambientais
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adicionais podem ser esperados a partir da energia desnecesséria nas etapas de
purificacdo glicerina, bem como dos produtos [79]. Segundo Bray [96], a principal
limitacdo encontrada nos catalisadores heterogéneos usados para a
transesterificacdo € que estes ndo se apresentam téo ativos quanto os homogéneos
e, em geral, necessitam de condi¢gbes experimentais mais severas ou tempos de
reagdo maiores para alcancar valores de conversdo similares aos obtidos no

processo homogéneo.

2.3.1.2.2. Catalisadores Enziméaticos

A transesterificacdo de triacilglicerideos com um alcool, na presenca de
uma lipase extracelular ou intracelular tem sido utilizada para a producédo de
biodiesel, sendo que a maioria das pesquisas publicadas tem usado preparacdes
comerciais de lipases extracelulares em sistemas reacionais pseudo-homogéneos e
também na forma imobilizada [97, 98, 99, 100, 101]. O uso de enzimas livres resulta
em dificuldades técnicas, sendo praticamente impossivel a recuperacéo e reuso das
mesmas, 0 que incrementa 0s custos econémicos do processo, além de promover a
contaminacdo do produto com atividade enzimatica residual [97, 98, 101]. Essas
dificuldades podem ser superadas pelo uso dessas enzimas na sua forma
imobilizada, permitindo o reuso desse biocatalisador varias vezes, reduzindo custos

e ainda melhorando a qualidade do produto obtido [102, 103].

O confinamento ou localizacdo fisica de uma enzima em uma
determinada regido de um espaco definido, com a manutencdo das suas atividades
cataliticas, podendo ser usada repetida e continuamente devido a facilidade de sua
separacdo do meio reacional é que caracteriza a “imobilizacédo” da mesma [104]. As
atividades cataliticas e outras caracteristicas das enzimas podem mudar
dependendo do tipo de retengdo (quimica ou fisica), da forca da interacdo entre a
enzima e o suporte utilizado que pode, em alguns casos, causar distor¢cdes
estruturais na proteina. Ainda, a atividade catalitica da enzima em um determinado
suporte pode ser alterada, aumentando ou diminuindo devido a fragmentacdo do

suporte pela interacao do sistema de agitacdo e o suporte [85].
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Assim, durante a reacao, a enzima pode ser removida do suporte devido
a essa interagcao promovendo a “perda de atividade” no reuso, devido a lixiviagao e
nao a inativacdo da enzima [105]. Por outro lado, se essa lixiviagdo ndo ocorrer e a
enzima permanecer ligada ao suporte, o aumento da superficie de contato podera
ajudar no aumento da transferéncia de massa, aumentando consequentemente a
eficiéncia da enzima como catalisador. A producdo enzimatica do biodiesel pode ser
realizada usando solventes orgéanicos (geralmente n-hexano ou n-heptano) ou
simplesmente usando a mistura dos substratos (lipideos e alcool). Neste ultimo
caso, € recomendado que o alcool seja adicionado em pequenas por¢oes, de forma
a manter baixas concentracdes do mesmo, evitando assim a inativagao da enzima
[106].

Esse argumento tem sido sistematicamente repetido na literatura por
muitos autores, afirmando que o uso de biocatalisadores é atrativo, pois o biodiesel
obtido enzimaticamente poderia ser usado diretamente sem a necessidade de
nenhuma purificagdo [106, 107, 108, 109]. Porém, isso deve ser melhor avaliado,
uma vez que mesmo se o rendimento da transformacgéo fosse 100%, fato incomum
na catalise enzimética até o presente, apds a separacao da glicerina, a fase que
contém os ésteres devera ser submetida a evaporacéo para a completa remocéo do
alcool que foi usado em excesso. No caso de ter sido usado um cosolvente como,
por exemplo, n-hexano [110] este também devera ser removido. o0s ésteres
resultantes ainda poderdo conter glicerina residual dissolvida, a qual devera ser
removida em uma etapa de purificacdo obrigatéria para enquadrar o produto nas
especificacdes de qualidade EN 14214 [25], ASTM D6751 [23] ou ANP 07/2008 [27].

Mesmo aceitando o grande potencial das lipases imobilizadas em resinas
acrilicas ou em outros suportes e encontrando as solucbes desejadas que
promovam altos rendimentos das transformacdes, reduzindo os tempos reacionais e
solucionando as limitagBes técnicas jA mencionadas, o custo elevado desses
biocatalisadores ainda faz com que este processo seja restritivo em termos
econdbmicos para a aplicacdo comercial. Nestes casos tem-se utilizado como
justificativa o fato dos catalisadores enzimaticos poderem ser reutilizados por varios
ciclos sem perda de atividade ou com perda desprezivel. Alguns autores sugerem

técnicas de reativacdo das mesmas com o auxilio de solventes organicos [85].
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2.3.2. Producéo Nao Catalitica de Biodiesel

Em uma reacdo catalitica de producdo de biodiesel por meio da
transesterificagcdo, varios processos, tais como a purificacdo de ésteres, a separacao
e recuperacdo de reagentes que nao reagiram e catalisadores, estdo envolvidos.
Estes processos tornam a producdo de biodiesel através de um sistema
convencional de transesterificacdo complicado, dando assim uma razdo para
investigar a producdo de biodiesel a partir das rea¢des néo cataliticas. Ao lado de
métodos cataliticos, existe o processo de alcool supercritico. Transesterificacéo
supercritica € um método ndo catalitico para a producao de biodiesel em que em vez
de utilizar catalisadores, sao utilizadas alta presséo e temperatura [111]. A reacdo &
rapida e o teor de conversdo aumenta 50-95% nos primeiros 10 minutos, mas isso
requer uma gama de temperatura de 250-400 °C [62, 112, 113].

Como é sabido, quando um fluido ou gas € submetido a temperaturas e
pressfes em excesso do seu ponto critico, um certo niumero de propriedades nao
usuais sdo exibidas. Sob tais condi¢cdes, uma fase liquida e de vapor distinta ja ndo
existe. Em vez disso, uma unica fase de fluido € formada [114]. Devido ao baixo
valor da constante dielétrica do alcool no estado supercritico, acredita-se que esta
abordagem é capaz de resolver os problemas associados com a natureza das duas
fases do método convencional da mistura dos triacilglicerideos e alcool, através da
formacao de uma Unica fase, onde a reacdo € concluida em um tempo muito curto
[115]. Em contraste com a catélise alcalina, o presente processo tem vantagens que
foram previamente discutidas [113, 116, 117, 118, 119]. A separacao do produto e
subproduto glicerina do biodiesel é simples, porque os produtos ndo sdo misciveis

entre si a temperatura ambiente, e ndo ha catalisador na mistura para ser removido.

Além disso, neste processo, ndao ha formacéo de sabao, que pode ocorrer
no processo convencional. Por isto, 0 processo ndo catalitico supercritico apresenta
vantagens ambientais, pois ndo ha producdo de residuos do tratamento do
catalisador e separacao do produto final [119]. A reacdo tem um tempo mais curto
do que a transesterificacdo catalitica tradicional, e a taxa de conversdo é muito alta
[112, 120]. Para o método supercritico, o indice de acidez e o teor de agua na
matéria-prima nao tem nenhum efeito negativo sobre a reacdo, podendo até mesmo

dar um impulso para a reagéo em certas condi¢oes [113, 121]. A principal vantagem
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Obvia é a capacidade de processamento multi matérias-primas. Como a maior parte
do preco final do biodiesel é ditada pelo preco da matéria-prima, a possibilidade de
processamento de sebo bovino, gorduras residuais e de muitas outras matérias-
primas baratas rejeitadas por algumas induUstrias permitiia 0S processos

supercriticos para produzir um biodiesel mais barato [79].

As desvantagens também foram salientadas. Pinnarat & Savage [119]
reportam que se fazem necessérias elevadas quantidades de alcool nos
experimentos (>40:1) em relagdo ao Oleo, e se usado comercialmente, criaria
dificuldades em separar o biodiesel deste excesso de alcool, para sua recuperacao e
reutilizacdo. Em comparacdo com o0 meétodo catalitico, a investigacdo sobre o
método supercritico ainda séo limitadas, e a tecnologia de producdo é raramente
relatada. Geralmente, o biodiesel é produzido através do processo em batelada,
onde as desvantagens sdo Obvias: 0 processo € bastante longo, a qualidade dos
produtos ndo é confiavel e possui alto custo de producéo [120]. Os ultimos relatos
estdo relacionados com as drasticas condicdes de operacdo do reator [122] que
requer uma elevada quantidade de energia [20, 22, 112] encarecendo seu custo de
implantacdo. Entretanto, apesar deste inconveniente, muitas patentes ja foram

emitidas na producao de biodiesel supercritico [123, 124, 125].

2.3.3. Hidrolise de Triacilglicerideos

Dentre as rotas alternativas de obtencdo do biodiesel, a hidroesterificacao
mostra-se como uma opcao promissora, que consiste do processo de hidrélise

seguido de uma esterificagcdo. A hidrélise pode ser representada pela Figura 2.4.
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Figura 2.4. Representagéo das reacdes consecutivas e reversiveis da hidrolise dos

triacilglicerideos [126].

Por meio dessa sequéncia de reacdes, obtém-se um produto final
considerado mais puro e menos propenso a formacdo de sabdo durante seu
processo de producdo. A grande vantagem da hidroesterificacdo em relacdo a
transesterificacdo € que o acido graxo livre é reagente da mesma, ndo sendo,
portanto, uma limitacdo em termos de especificacdo de matéria-prima. Isto faz com
que seja possivel a utilizacdo de matérias-primas de alta acidez, tais como o
biodiesel de algas, Oleos e gorduras residuais e 0leos vegetais com acidez acima de
1%, sem a necessidade de um pré-tratamento da matéria prima através de uma
reacao de neutralizag&o. A rota se torna ainda mais atrativa se conjugada ao uso de
catalisadores heterogéneos, eliminando a formacao de sabao, diminuindo o nimero
de operacgdes unitarias de separacao, tornando possivel a reutilizacédo do catalisador

e produzindo uma glicerina de alta pureza, livre de sais [127].
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A reacdo de hidrélise acontece na fase orgéanica por meio de trés etapas
consecutivas e reversiveis, nas quais sao formados diacilglicerideos e
monoacilglicerideos como intermediarios, resultando em uma molécula de &cido
graxo em cada etapa [84]. O desenvolvimento de estudos com o0 uso de
catalisadores heterogéneos enzimaticos para promoc¢ao da reagdo de hidrélise ainda
se encontra em fase inicial, destacando-se os apresentados na Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Estudos reportados na literatura sobre a hidrélise enziméatica de 6leos vegetais.

Referéncia Temperatura (°C) Agua (%) Catalisador Aditivos Tempo (h) Agitacdo (rpm) AGL (%)
(128] 40 100+ Candida rugosa imobilizada  Solugao tampéo CgHgO; e 5 88
(Candida rugosa) K;HPO,
andida rugosa imobilizada
[129] 50 50* Candid mobilizad 6 700 99
andida rugosa
(Candid )
Lipase pancreas Porcina o
[130] 40 80** ) Goma arabica 24 200 24
livre
ipase pancreas Porcina olugdo tampao
Li a Porci Soluca &
[131] 38 25* ) 1 - ~45
livre NH,CI-NH,OH
andida lipolytica liquida olugdo tampao fosfato de
Candida lipolytica liquid Soluca do fosfato d
[132] 45 67,5* o ] 12 150 75
(Candida lipolytica) KH,PO, e Na,PO,
Candida rugosa soélida Isooctano 100% e solugéo
[133] 45 100*** ) . 15 200 97
(Candida rugosa) tampao fosfato
Candida rugosa sélida
[134] 35 75** ) Solugéo tampéo 6 1100 80
(Candida rugosa)
(135] 35.40 —_— Aspergillus oryzae liquida  Solugdo tampéo fosfato de 1 36.9
(Aspergillus oryzae) sédio ’
Novozyme® 435
[136] 30 100*** ) - 10 250 100
(Candida rugosa)
Novozyme® 435 Isooctano e solucéo
[137] 30 100*** ) 4 250 100
(Candida rugosa) tampéo
Novozyme® 435
[138] 45 76* - 4 300 ~40

(Candida rugosa)

*em relagdo a massa de 6leo; **em relagcao ao volume dos substratos; ***em relacdo ao volume de 6leo.
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Tabela 2.1. Estudos reportados na literatura sobre hidrélise enzimética de 6leos vegetais (continua).

Referéncia Temperatura (°C) Agua (%) Catalisador Aditivos Tempo (h) Agitagdo (rpm) AGL (%)
Lipozyme® TL 100L liquida
[139] 60 100*** ) - 48 200 89
(Thermomyces lanuginosus)
Lipozyme® TL liquida
(Thermomyces lanuginosus) e
[140] 30 6,16* ) - 10 200 95
Lipozyme® RM IM
(Rhizomucor miehel)
o Solugéo tampéo de
Celluclast 1.5 L liquida e o o )
[141] 50 75 o acido citrico e citrato de 72 - ~90
Novozyme 188 liquida o
sodio
Lipase pancreatica Porcina Solucéo tampéo
[142] 35 100* ) _ ] ) 6 900 50
sdlida hidroxido de sédio
Lipase AY 30 livre
[143] 40 100* ] Solugéo tampéo fosfato 4 200 ~68
(Candida rugosa)
Lipozyme® TL IM
[144] 31 2,33* ) - 4 300 73
(Thermomyces lanuginosus)
Lipase 1, Cat EU029c Goma guar e solucéo
[145] 35 50* ) ) 3 - ~90
(Candida rugosa) tampéo Tris-HCI
Candida cylindracea livre
[146] 35 80** ) ) Isooctano 1 350 36,3
(Candida cylindracea)
Extrato em p6 da semente de  Solugéo tampao fosfato
[147] 37,5 30 2 1000 ~89

mamona

e goma arabica

*em relacdo a massa de 6leo; **em relacao ao volume dos substratos; ***em relacao ao volume de 6leo.

34



Tabela 2.1. Estudos reportados na literatura sobre hidrolise enzimética de dleos vegetais (final).

Referéncia Temperatura (°C) Agua (%) Catalisador Aditivos Tempo (h) Agitagdo (rpm) AGL (%)
Candida cylindracea liquida
[148] 37 90** ) ) Solugéo tampéo fosfato 24 200 ~40
(Candida cylindracea)
Lipozyme® RM IM
[149] 55 10* ) ) - 8 300 ~39
(Rhizomucor miehel)
Extrato em p6 de sementes .
[150] 33 60* Goma arabica 0,5 1000 38
dormentes de mamona
Lipozyme® TL IM Solugéo tampéo fosfato
[151] 27 10* ] o 50 200 ~85
(Thermomyces lanuginosus) de potassio e Tween 80
Lipozyme® RM IM Solugéo tampéo fosfato
[152] 55 50* ) ) o 6 400 ~88
(Rhizomucor miehel) de sédio
] Tween 80 e solucéo
Lipozyme® TL IM .
[153] 27 10* ) tampdo fosfato de 100 - ~95
(Thermomyces lanuginosus) o
potassio
Lipase-B IM (CAL-B)
[154] 35 33,3* ] ] Isooctano 1 400 ~14
(Candida antarctica)
Lipozyme® TL liquida
pozy q
[155] 60 30* ) - 7 200 ~63
(Thermomyces lanuginosus)
Lip Z liquida Reacéo assistida por
[156] 45 100* ) 6 180 94,5
(Candida rugosa) ultrassom
Lipase-B IM (CAL-B)
[157] 35 33,3* Isooctano 1 400 97,4

(Candida antarctica)

*em relagdo a massa de 6leo; **em relagcao ao volume dos substratos; ***em relagcao ao volume de dleo.
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O processo de hidrélise enzimatica necessita de dois requisitos para a
operacdo: a formacdo de uma interface lipideo/agua e a absor¢do da enzima nesta
interface. Assim, quanto maior a interface, maior a quantidade de enzima adsorvida,
acarretando taxas de hidrolise mais elevadas [128]. Diferentes parametros podem
influenciar o desempenho da hidrélise de 6leos e gorduras e, consequentemente,
diversas técnicas tém sido utilizadas para aumentar a taxa de hidrélise de gorduras
usando enzimas como catalisadores [128, 130, 132, 133, 135, 139, 142, 146, 147,
153].

2.3.3.1. Efeito do pH da solucéo tampéo

Geralmente, as enzimas sao ativas em uma faixa restrita de pH e na
maioria dos casos ha um pH étimo definido na qual sua atividade € méaxima. A inter-
relacdo da atividade enzimética com o pH, para qualguer enzima, depende
principalmente do comportamento do substrato, da concentracdo de cofatores da
enzima e da natureza quimica do tampéao [156]. A fim de se avaliar a influéncia do
pH no desempenho catalitico da hidrélise do 6leo de soja, Ting et al. [128] obtiveram
rendimentos em AGLs de aproximadamente 88% apds 5 horas de reacao a 40 °C,
sob percentual de 100% de solucdo tampdao (em relacdo a massa dos substratos) de
acido citrico (0,1 M) e hidrogenofosfato de potassio (0,1 M) a um pH 8 e teor de
lipase de 20% (em relacao a massa de 6leo). Os autores verificaram que nas faixas
gue antecedem e procedem este valor de pH, rendimentos em AGLSs inferiores foram

obtidos, sendo de aproximadamente 20% e 25% a pH 6 e 9, respectivamente.

Efeito semelhante foi verificado por Serri et al. [133], que obtiveram um
rendimento em AGLs de aproximadamente 97% a pH 7,5 da solucédo tampao fosfato,
enquanto que a pH de 6,5 e 8,5 estes rendimentos em AGLs foram
significativamente menores (aproximadamente 75% e 45%, respectivamente). Em
contrapartida, reporta-se na literatura o estudo de Oliveira et al. [139], os quais
propuseram a hidroesterificacdo do Oleo de soja, visando produzir biodiesel. Os
autores obtiveram, na etapa de hidrdlise, apreciaveis rendimentos (89% em AGLS)
apos 48 horas de reacdo a 60 °C em meio aquoso, livre de solvente organico,

solugdo tampéo e agente emulsificante. Mais recentemente, Penci et al. [157],
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avaliando o perfil de obtencdo enzimético de AGLs em sistema livre de solvente
organico em 0leo de soja e Oleo de girassol, constataram auséncia de diferenca
significativa para os rendimentos em AGLs obtidos a pH 7,0 e 8,0. Para o 6leo de
soja, os autores verificaram producéo de 84% de AGLs a 50 °C e pH 7,0, enquanto
que para a mesma temperatura, a pH 8,0, 83% de AGLs foram obtidos. Efeito
semelhante foi verificado para o Oleo de girassol, que sob a mesma temperatura,
apresentou rendimento em AGLS de 92% para pH 7,0 e 93%, para pH 8,0.

2.3.3.2. Efeito da adic&o de Solvente organico

O uso de solventes no meio reacional também tem sido descrito como um
fator responsavel no aumento das taxas de hidrélise dos triacilglicerideos [133, 135,
146, 152]. Para Sharma et al. [146], a presenca do solvente organico isooctano
proporcionou maior producdo de AGLs perante a hidrolise do 6leo de figado de
bacalhau. Os autores avaliaram em seu estudo diferentes razfes massicas de
solvente organico:6leo, onde obtiveram aproximadamente 125 pmols/mL™ de AGLs
na razéo 1:1 com o uso da lipase Candida cylindracea, resultado consideravelmente
superior as demais razfes avaliadas para a mesma lipase. Mesmo efeito foi
verificado para a hidrélise do 6leo de atum, realizada por Sharma et al. [155], onde
as razdes massicas de 6leo:solvente organico variaram no intervalo de 1:1 a 1.5,
sendo que aproximadamente 14% de AGLs foram obtidos para a razdo 1:1,
engquanto que para a razao 1:3 e 1:5, rendimentos em AGLs de 10% e 12% foram
alcancados. Dos solventes avaliados pelos autores, isooctano foi o qual apresentou
maior percentual de hidrdlise, sendo de 13,4%.

2.3.3.3. Efeito da adicéo de Sais e Surfactantes

Os sais exercem uma influéncia na atividade enzimatica das lipases,
podendo aumentar ou reduzir a sua acao lipolitica, conforme reportado na literatura
[130, 135, 142, 147]. Avaliando a influéncia de diferentes sais sobre a atividade
hidrolitica da lipase pancreatica, Freitas et al. [130] verificaram aumento superior a

10% na atividade relativa da hidrolise do 6leo de soja na presenca de NaCl, quando
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comparado ao hidrolisado sem quaisquer aditivo. Efeito oposto foi verificado quando
os autores adicionaram ao meio reacional NH,Cl, sendo verificada uma atividade
relativa de aproximadamente 20%. Efeito similar foi verificado por Goswami et al.
[142], onde a adi¢do dos sais NaCl, CaCl, e MgCl, aumentou aproximadamente 8,
28 e 47% o percentual de hidrélise, respectivamente, enquanto que o CuCl, reduziu
este percentual em 30%.

Aumento no rendimento em AGLs da hidrolise também foi verificado mais
recentemente, por Avelar et al. [147], por meio da adicdo de CaCl2 ao meio
reacional da hidrélise do 6leo de canola. No entanto, Rathod & Pandit [135]
verificaram efeito oposto em seu trabalho, onde houve diminuicdo no percentual de
hidrélise do 6leo de mamona ao serem adicionados os sais KCI, CaCl, e NaCl em
quantidades gradativas (mol/mL™). A influéncia negativa da adicdo de diferentes
agentes tensoativos a hidrolise, visando a producéo de acido erucico, foi avaliada
por Goswami et al., [142]. O percentual de &cido produzido na auséncia de
surfactantes apresentou significativa diferenca quando comparado as reacgdes

conduzidas com agentes ao meio reacional.

2.3.3.4. Efeito do percentual de catalisador

As enzimas sdo bastante versateis e possuem um numero de
propriedades que as tornam altamente requisitadas como catalisadores. Em geral,
toda enzima, especialmente, em razdo da sua grande especificidade, catalisa as
transformacdes moleculares sem que ocorram reacdes paralelas indesejaveis que
sdo comuns em sinteses quimicas. Além disso, apresenta alta eficiéncia catalitica,
elevando a velocidade das reagbfes. As condicbfes de atuacdo de enzimas sao
sempre brandas, ao contrario dos processos quimicos em que se tornam
necessarios temperaturas mais elevadas e valores de pH distantes da neutralidade.
Outra vantagem na utilizacdo de enzimas ¢é a regulacéo da atividade enzimatica com
relativa facilidade, bastando, para isso, modificar a natureza do meio de reacdo,
como por exemplo, pela alteragéo do pH ou pela adigdo de algum efetor. Por esses

motivos, 0 emprego de enzimas em processos industriais 0s torna relativamente
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simples, faceis de controlar, eficientes energeticamente, além de os produtos
formados apresentarem melhor qualidade [157, 158, 159].

Grande parte dos estudos reportados pela literatura apresenta influéncia
significativa nos rendimentos em AGLSs obtidos, quando correlacionados ao aumento
no percentual de catalisador em meios hidroliticos. Rooney & Weatherley [160],
obtiveram rendimentos em AGLs de 88% durante 100 minutos e 0,4% de catalisador
Candida rugosa na hidroélise do dleo de girassol, enquanto que para o percentual de
0,1%, este rendimento em AGLs foi de 50%. Mesmo catalisador foi aplicado na
hidrélise do 6leo de soja por Freitas et al. [130] e Serri et al. [133] os quais
verificaram o aumento de cerca de 7% e 5%, respectivamente, no percentual de
hidrélise ao aumentar o percentual de catalisador de 1 a 3%, durante 24 horas de
reacao [130] e 4 a 11%, durante 90 minutos de reacao [133]. Liu et al. [132] ao
analisarem o efeito do ultrassom na hidrélise enzimatica do Oleo de soja livre de
solvente organico, ndo observaram aumento significativo no valor acido (mg/KOH g
1y aumentando-se a concentracdo massica de catalisador Candida lipolytica de 0,01
a 0,03% durante 5 horas de reacao a 50 °C. Para 1 hora de reacdo a 45 °C o efeito
foi significativo e positivo, variando o valor acido de 50% a concentracéo de 0,01%

para aproximadamente 57% a concentracdo de 0.03%.

Utilizando a lipase liquida Thermomyces lanuginosus (Lipozyme® TL
100L) e a Rhizomucor miehei (Lipozyme® RM IM), Oliveira et al. [139] e Rodrigues &
Ayub [140] verificaram aumento significativo no rendimento em AGLs da hidrélise ao
aumentarem o percentual de catalisador. Sob temperatura de 55 °C, concentracao
de 6leo no meio reacional de 73% e 0,5% de catalisador TL 100L, Oliveira et al.
[139] obtiveram uma concentracao final de AGLs de 70%, enquanto que para o
percentual de catalisador de 9,5%, 81,7% de AGLs foram obtidos, decorridas 19
horas de reacdo a pH 8,0. Ja Rodrigues & Ayub [140], com 15% de catalisador e
razdo molar de agua:6leo 7,1:1, por meio da Lipozyme® RM IM obtiveram 48%,
enquanto que para a TL 100L, rendimento em AGLs de 44,6% foi verificado, apos 10
horas de reacdo a 30 °C. Avaliando a concentracdo da lipase pancreatica na
hidrolise do 6leo de mostarda em pH 9,0, razdo massica de 6leo:solucéo tampéo de
1:1, sob 900 rpm e 6 horas de reacdo, Goswami et al. [142] verificaram aumento

gradual no percentual de hidrolise conforme houve o aumento no percentual de

39



catalisador, de 2 a 10 mg/g de 6leo. Cerca de 17% de AGLs foram produzidos a 2
mg/g de 6leo de mostarda, enquanto que para 10 mg/g de 6leo, aproximadamente
37% de AGLs foram obtidos.

2.3.3.5. Efeito da proporc¢ao dos substratos

Reac¢Oes de hidrdlise catalisadas por enzimas ocorrem na interface entre
a fase aquosa e a fase oleosa [161]. Assim, a area interfacial € afetada pela mistura
e concentracdo dos substratos, o que influencia na taxa de reacao [132, 134, 139,
140, 142, 160, 161, 162]. Para Noor et al. [162], um dos maiores problemas
encontrados na hidrélise de 6leos é a inibicdo do substrato, quando a razédo da fase
oleosa e da fase aquosa é superior a 3-5% (v/v). Com relacdo as razdes dos
substratos na hidrélise, Rooney & Weatherley [162] indicam que o equilibrio no
rendimento em AGLs de emulsdes de Oleo:agua nas proporcdes de 3:1 e 8:1 foram
de 90 e 72%, respectivamente. Isto implica em uma inversdo proporcional entre as
razdes dos substratos e a extensdo da hidrolise, ou seja, quanto menor a razao
Oleo:agua, maior foi o rendimento em AGLs obtido. Semelhante ao estudo citado,
Oliveira et al. [139] hidrolisando o 6leo de soja com a lipase liqguida Thermomyces
lanuginosus (Lipozyme TL 100L), verificaram acentuada diminuicdo no conteudo
final de AGLs ao aumentar o percentual volumétrico de 6leo de 62 a 84%. Os
rendimentos obtidos em AGLs remetendo estes percentuais de 6leo foram de 80,4 e
66,9%, respectivamente, a 50 °C e 2,3% de lipase. Ao avaliar o efeito das variaveis
de processo e aditivos na hidrélise do 6leo de mostarda com a lipase pancreética,
Goswami et al. [142] constataram diminuicdo de 30% no rendimento em AGLs da

hidrolise ao aumentar o conteudo de solucéo tampdo tris-maleato de 1:1 a 1:5.

No entanto, este efeito pode ser contraditério, dependendo dos subtratos
e condicOes operacionais envolvidos. Aumento no valor 4cido da hidrolise do Oleo de
soja foi verificado por Liu et al. [132] ao variar a razdo agua:oleo de 0,1:1 a 1,4:1,
tendo como catalisador a Candida lipolytica e substratos o 6leo de soja e tampéo
fosfato a pH 7.7. Similarmente, Goswami et al. [134] por intermédio da Candida
rugosa na hidrolise do Oleo de mamona, verificou aumento significativo no

percentual de hidrolise entre as razdes volumétricas de 1:1 a 1:3. Ao avaliar o efeito
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da combinacdo das lipases Thermomyces lanuginosus e Rhizomucor miehei na
hidrélise do 6leo de soja, Rodrigues & Ayub [140] obtiveram aumento de 16% no
rendimento em AGLSs da hidrolise, aumentando a razdo molar de 4,8:1 de agua:oleo
para 10,2:1.

2.3.3.6. Efeito da Temperatura

Os processos comumente empregados para produzir acidos graxos sao o
quimico e o enzimatico. O processo de hidrélise quimica se caracteriza por ser
homogéneo e utiliza catalisadores quimicos, temperaturas altas, tempos de
residéncia variaveis e altas pressdes. Os produtos assim obtidos sdo muito variados
na sua natureza e pureza. A hidrélise enzimatica utiliza baixas temperaturas, meios
reacionais especificos e variaveis controladas, e os acidos graxos sofrem pouca
modificacdo [163]. A temperatura pode afetar a reacdo de hidrélise de uma forma
positiva ou negativa. Romero et al. [164] explicam que um aumento na temperatura
irh aumentar a velocidade de reacdo, conforme explicado pela teoria do estado de
transicdo. No entanto, a uma temperatura de reacdo mais elevada, a estrutura da

enzima pode ser afetada, fazendo com que a mesma seja desnaturada.

Avaliando o comportamento da lipase Candida rugosa na hidrélise do
Oleo de palma, Serri et al. [133] verificaram comportamento crescente em termos de
rendimento em AGLs no intervalo de 35 a 45 °C, sendo obtidos aproximadamente
82% de AGLs e aproximadamente 95%, respectivamente. Liu et al. [132], verificaram
gue o efeito da temperatura, combinado ao uso do ultrassom, aumentou o valor da
acidez do produto obtido da hidrélise do 6leo de soja pela Candida lipolytica. No
intervalo de 30-55 °C, durante 5 horas de reacdo, 5% de acidez foi acrescida ao
produto obtido. Mesmo efeito foi verificado por Oliveira et al. [139], ao hidrolisarem o
0leo de soja com a lipase Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL 100L) em 50 e
60 °C, onde cerca de 5% de AGLs foram produzidos perante a temperatura mais
alta. Utilizando-se da mesma lipase, Xu et al. [154] obtiveram um contetdo de AGLs
apos 7 horas de hidrdlise da estearina de palma a 60 °C de cerca de 65%, engquanto
gue para 50 °C, este conteudo foi de aproximadamente 52%. Sharma et al. [145] ao

hidrolisar o 6leo de figado de bacalhau por meio da lipase Candida rugosa, verificou
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que o0 aumento na temperatura, de 25 a 35 °C, apresentou aumento na producédo de
AGLs, para uma razdo massica de 6leo:dgua 1:4 e adicdo de solvente isooctano na
razdo massica de 1:1 em relagdo ao Oleo. Mais recentemente, Avelar et al. [147]
utiizando uma lipase advinda do extrato em p6 das sementes de mamona,
obtiveram a completa hidrolise quando utilizada uma temperatura de 50 °C,
enquanto que para 25 °C, este grau foi de 81%.

2.3.3.7. Efeito da Agitacao

Sabe-se, que o 6leo é imiscivel na fase aquosa, para tanto, agitacdo
vigorosa faz-se necessaria para dispersa-lo sob a forma de uma emulsdo. No
entanto, um aumento da velocidade de agitacdo pode ter um efeito negativo sobre a
taxa de hidrolise, como também aumenta o cisalhamento sobre a enzima [163]. Vale
ressaltar que ao associarem-se variaveis umas as outras, outro efeito pode ser visto,
como o caso de Al-Zuhair et al. [161], os quais obtiveram a diminui¢cdo no diametro
meédio da gota de 6leo a medida que a temperatura e a agitacdo aumentaram, o que
proporcionou um maior rendimento em AGLs da hidrolise. Noor et al. [162] avaliaram
a influéncia da agitacdo de 200 a 2000 rpm para a hidrolise do 6leo de palma,
catalisada pela lipase SP398. Os autores verificaram um aumento gradativo,
conforme o aumento da agitacdo, no rendimento em AGLs da hidrélise (i mol/l/min).
Serri et al. [133] obtiveram aumento de >10% na hidrélise do 6leo de palma entre
180 e 200 rpm, no entanto, de 200 a 260 rpm este rendimento em AGLSs caiu cerca
de 12%. Avaliando um intervalo de agitacao de 500-1100 rpm, Goswami et al. [134]
verificaram que 12% de AGLs do 6leo de mamona foram produzidos por intermédio
da Candida rugosa. Mesmo efeito foi verificado por Goswami et al. [142], por meio
da catalise com a lipase pancreética, obteve aumento de 15% na hidrélise do 6leo

de mostarda em um intervalo de 500 a 900 rpm.

Sharma et al. [146] obtiveram formacdo crescente de AGLs do Oleo de
figado de bacalhau, no intervalo de agitacdo avaliado para as lipases Candida
cylindracea e Candida rugosa. Para a Candida cylindracea, aumento significativo no
grau de hidrolise foi obtido, sendo de 50 p mol/mL a 80 rpm a 120 yu mol/mL a 400

rpm, enquanto que para a Candida rugosa, este aumento foi de iniciais 30 u mol/ml a
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80 rpm para 90 p mol/ml a 350 rpm. Recentemente, Sharma et al. [154] avaliaram o
efeito das variaveis na hidrodlise do 6leo de atum na presenga de solvente isooctano
e catalisada pela Candida antarctica, onde verificaram que o aumento da agitacao
de 200 a 400 rpm aumentou cerca de 6% o rendimento em AGLs da hidrolise,
engquanto que agitacbes superiores a esta, provocaram a diminui¢cdo no rendimento

em AGLs em aproximadamente 3%.

2.4. Consideracdes em relacdo ao Estado da Arte

Na revisdo bibliografica apresentada neste capitulo, procurou-se relatar o
estado da arte em relacdo a producao de acidos graxos livres de 6leos vegetais pela
reacdo de hidrélise dos triacilglicerideos, utilizando catalisadores enziméticos. Esta
reacdo produz acido graxo e glicerina, como produtos reacionais, e fundamenta a
primeira etapa reacional da hidroesterificacdo. As principais peculiaridades deste
processo, é que o mesmo dispensa qualquer tipo de tratamento da matéria-prima,
diminuindo assim a carga de poluidores no efluente, além da glicerina produzida ser
mais pura que a obtida a partir da transesterificacdo, dispensando qualquer tipo de

tratamento.

A transesterificacao a nivel industrial ocorre por catélise alcalina, gerando
inevitavelmente sabfes e exigindo invariavelmente matérias-primas semi-refinadas,
0 que tem acarretado custo ao processo. Este problema afeta o rendimento em
AGLs dessas plantas, bem como a dificuldade de separacdo do biodiesel da
glicerina. Para resolver tal interferente, a transesterificacdo faz uso de grandes
guantidades de &cidos para quebra de emulsdo, o que associado aos custos ja

mencionados, tem gerado uma despesa operacional elevada.

Os inconvenientes existentes na obtencdo do biodiesel produzido pela
rota convencional, como a dificuldade de separar o catalisador do glicerol e dos
ésteres, a producdo de residuos altamente alcalinos e a necessidade de uma alta
qualidade de matérias-primas, sdo sanados pela obtencdo do mesmo pela
hidroesterificacdo. Além disto, este processo tem demonstrado significativa

BN

diminuicdo nos problemas relacionados a separacao/purificacdo dos produtos;
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possibilita a reutilizacdo do catalisador no processo e nao apresenta restricbes em
relacéo ao teor de agua e acidos graxos livre nos substratos.

No entanto, as rotas cataliticas do processo, quando correlacionados a
matéria prima, tém apresentado limitagcbes, haja vista a possibilidade de
saponificacdo, no caso da catalise alcalina. Neste sentido 0 processo € restrito,
dificultando a utilizacdo de residuos ou 6leos ndo processados, que apresentam
custos mais acessiveis. No caso de se utilizar residuos de éleos ndo processados,
faz-se necessaria a separacdo, recuperacdo e purificacdo do glicerol e dos
catalisadores, 0 que apresenta-se dispendiosa, contribuindo a elevacdo do consumo

energético e 0s custos associados ao processo.

Embora a catalise acida permita a utilizacdo de Oleos e gorduras que
possuam um alto teor de acidos graxos livres, esta rota apresenta as conversdes de
triacilglicerideos semelhantes aos obtidos na catalise basica, entretanto, demanda
guantidades maiores de catalisador. Os tempos de reacdo sdo mais longos e o
consumo energético maior, visto que a maioria dos processos demanda

aguecimento.

Neste contexto, 0 processo catalisado por enzimas vem se apresentando
como uma alternativa atrativa para a industria, principalmente quando sé&o
consideradas algumas das vantagens desta rota como maior rendimento em AGLS
do processo, menor consumo de energia, reducéo do teor de residuos e introducéo
de rotas mais acessiveis de producdo. Estes catalisadores permitem ainda a
utilizacao de condicbes mais brandas de reac&o, maior especificidade e reutilizacao,

gerando assim menos produtos indesejaveis e diminuicdo dos custos operacionais.

Apesar das vantagens acima citadas, sdo escassos 0s estudos na
literatura que abordam a produgdo de &cidos graxos pela reacdo de hidrolise
enzimatica. Tais fatos despertaram interesse e motivacdo para a realizacdo da

presente proposta, justificando assim os esfor¢cos no estudo a ser desenvolvido.
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Resumo

Este trabalho investiga a producdo de acidos graxos livres (AGLs) a partir da
hidrélise enzimatica de 6leo da améndoa da macauba. Os experimentos foram
realizados em modo batelada, visando avaliar o efeito de diferentes catalisadores
enzimaticos e a adicdo de sais, agentes tenso-ativos e solventes e ao meio
reacional, bem como o efeito de variaveis do processo (temperatura, razd8o massica
de 6leo:dgua, pH da solucdo tampao, percentual de catalisador e agitacao) durante
6 horas de reacédo. Os resultados mostraram que os rendimentos em AGLSs obtidos
para uso de Lypozyme ® RM IM foram maiores do que aqueles obtidos a partir de
Lipozyme® TL IM e Lypozyme® 435. A adi¢cédo de sais e surfactantes nao promoveu
aumento no rendimento em AGLS, enquanto a adicdo de n-hexano e n-heptano ao
meio reacional levou a um aumento da taxa de reacdo. Pode-se observar pelos
resultados que a temperatura, a razdo massica Oleo:dgua e o percentual de

catalisador tiveram efeitos positivos sobre o rendimento em AGLs no intervalo de 35
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°C ab55°C; 1:20 a 1:2; e de 1 a 15%, respectivamente, e que a partir destes limites,
0Ss aumentos destas varidveis ndo acarretou qualquer aumento significativo na
produtividade em AGLs. A adicdo da solucdo tampdo promoveu um aumento no
rendimento em AGLs , bem como o pH do tampdao, sendo relatado por fim, que uma
agitacdo de 400 rpm resultou em rendimentos mais elevados na gama investigada
(400 a 2000 rpm )

Palavras-Chave: Hidrolise; Acido graxo livre; Oleo da améndoa da macauba.

3.1. Introducéao

Atualmente, a conversdo de 6leos e gorduras em produtos com alto valor
agregado, tais como acidos graxos livres (AGLs) e seus derivados, tem sido de
grande interesse comercial, uma vez que estes compostos atuam como
componentes essenciais na industria oleoquimica [1]. Um numero significativo de
produtos requerem acidos graxos para a fabricacdo no setor industrial, estimulando
a investigacdo sobre a resolucdo de misturas racémicas [2], a sintese de
emulsificantes [3, 4], na transformacdo de lipidios, a fim de se produzir lipidios
estruturados com elevados teores de &cidos graxos poliinsaturados [5, 6], € na
obtencdo de bioaromas [7]. Recentemente, os AGLs tém sido utilizados para a

producgéo de biodiesel [8].

Diferentes oleaginosas tem sido foco de interesse nos setores agronémico e
industrial. Conflitos industriais entre fontes alimenticias e ndo alimenticias surgem
por conta do numero limitado de opcdes entre culturas, que sao principalmente
oleaginosas com fins comestiveis. Uma solucdo seria a introducdo de novas
espécies de plantas oleaginosas que tém como alvo setores estratégicos [9]. A
Acrocomia aculeata é considerada uma das espécies de palmeiras mais evidentes
no Brasil [10, 11]. Esta espécie tem frutos oleaginosos em cachos que podem pesar
aproximadamente 25 kg em condi¢gbes naturais, sendo recentemente considerada
como uma matéria-prima potencial para a producdo de biodiesel [12], podendo
produzir 10 vezes mais Oleo por hectare (ha) quando comparada a soja [13];

projetando-se que sob os cuidados agrondmicos adequados, uma plantacédo
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comercial pode render de 16000-25000 kg ha™* de frutos e producéo de até 6200 kg
ha™ de 6leo [12].

A reacdo de hidrolise de triacilglicerideos acontece na fase organica por meio
de trés etapas consecutivas e reversiveis, nas quais sao formados diacilglicerideos e
monoacilglicerideos como produtos intermediarios, resultando em uma molécula de
acido graxo em cada etapa e o glicerol como subproduto. Os processos comumente
empregados para producdo de acidos graxos sdo o quimico e o enzimatico. O
processo quimico se caracteriza por envolver temperaturas e pressdes altas e
tempos de residéncia variaveis [14]. Os produtos assim obtidos sdo muito variados
na sua natureza e pureza, adquirindo coloracdo e odores indesejaveis no produto, e
em alguns casos pode ocorrer a desnaturacdo dos produtos [15]. A hidrélise
enzimatica, no entanto, utiliza pressdes normais, requer baixo consumo de energia e

propicia a obtencéo de elevado grau de pureza do produto [16].

O processo de hidrolise enzimatica necessita de dois requisitos para a
operacdo: a formacédo de uma interface lipideo/agua e a absorcdo da enzima nesta
interface. Assim, quanto maior a interface, maior sera a quantidade de enzima
adsorvida, acarretando no aumento da taxa de reacdo [17, 18]. Estudos prévios
reportam o aumento da taxa de reacdo com a adicdo de aditivos no meio reacional,
tais como agentes tensoativos [16, 19, 20, 21] e sais [6, 16, 20, 22, 23, 24], além do
aumento da atividade enzimética na presenca de solventes organicos [25, 26, 27,
28, 29]. Outro foco de interesse refere-se ao efeito das varidveis de processo no
rendimento em AGLs da reacdo de hidrolise, onde reporta-se a avaliacdo do efeito
da temperatura, percentual de agua, agitacdo, percentual de catalisador e adicdo de
buffer em diferentes pHs [12, 27, 29, 30, 31, 32, 33].

Neste sentido, o principal objetivo do presente trabalho foi investigar a hidrdlise
enzimatica do Oleo de macauba para obtencdo de um hidrolisado rico em acidos
graxos livres. Para isto, foram avaliados os efeitos de diferentes catalisadores
enzimaticos (Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM e Lipozyme® 435); adicdo de
aditivos ao meio reacional (sais e agentes tensoativos); adicdo de solventes;
avaliacdo da temperatura na faixa de 35 a 55 °C; da propor¢cdo massica de
Oleo:agua de 1:1-1:20; percentual de catalisador, que variou de 5 a 20% (em relacao
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a massa dos substratos); o pH da solucdo tampéo 5,7-8,0 e a agitacdo de 400 a
2000 rpm.

3.2. Materiais e Métodos

3.2.1. Materiais

Nas reacOes de hidrdlise foram utilizados 6leo da améndoa de Macauba
(Cocal Brasil), solucédo tampéo fosfato de sodio (Neon) preparada conforme Gomori
[34] e como catalisadores as enzimas comerciais imobilizadas Lipozyme® RM IM,
Lipozyme® TL IM and Lipozyme® 435 (Novozymes®). A composi¢cdo quimica do
O0leo da améndoa da macauba usado neste trabalho encontra-se reportada na
Tabela 3.1, determinada pelo método Ce 2-66, da AOCS (1990). O conteudo de
AGLs (mg AGLs/100 mg) e conteudo de agua (% massico, método de titulacdo Karl
Fischer, DL 50, Mettler-Toledo) foi determinado em aproximadamente 23,0+0,4 e
0,7£0,05, respectivamente. Foram utilizados os sais cloreto de cobre (Vetec), cloreto
de calcio (Nuclear), cloreto de potassio (Nuclear), cloreto de aménio (Vetec), cloreto
de sddio (Synth), cloreto de magnésio (Synth) e como solventes n-hexano (Nuclear),
n-heptano (Nuclear), isopropanol (Fmaia), t-butanol (Sigma-Aldrich) e os
surfactantes Triton® X-100 (Sigma-Aldrich) e Tween 80 (Oxiteno). Na etapa de
titulacdo das amostras foram utilizados: solugdo de éter etilico:alcool etilico 2:1 (v:v)
(Vetec/Nuclear), hidroxido de soédio 0,1N (Nuclear) e o indicador fenolftaleina

(Nuclear).

3.2.2. Aparato experimental e procedimento

As reagOes foram conduzidas em um reator encamisado de vidro de 40 mL,
conectado a um banho termostatizado com controle da temperatura (Marconi) e uma
chapa de agitacdo magnética (Marconi, MA 085). A obtencdo das amostras do meio
reacional foi realizada nos seguintes passos: primeiramente a enzima era colocada
em estufa a 40 °C/1 h para ativagao. Convencionalmente, cerca de 16 g de substrato
(6leo vegetal e 4gua ou tampdo) foram adicionados ao reator, enquanto que as

quantidades de enzima e de solventes ou aditivos foram adicionados de acordo com
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valores pré-estabelecidos. No final da reacao, a lipase imobilizada foi removida por
filtracAo a vacuo, e os produtos foram recuperados para posterior analise. As
amostras sem a enzima foram transferidas para frascos de amostragem e colocados
em rota evaporador a vacuo para a evaporacdo do excesso de solvente. Por fim, as

amostras foram refrigeradas para posterior analise dos produtos de interesse.

Tabela 3.1. Composicdo quimica do 6leo da améndoa da Macauba.

Acido graxo Percentual (%)
Laurico (C12:0) 0,02 £ 0,00
Miristico (C14:0) 0,12+ 0,01

Palmitico (C16:0) 11,07 £ 0,22
Palmitoleico (C16:1n-7) 1,50 + 0,03
Estearico (C18:0) 3,46 £ 0,03
Oleico (C18:1n-9) 19,74 £ 0,07
cis-vacenico (C18:1n-7) 0,75+ 0,00
Linoleico (C18:2n-6) 62,33+ 0,15
Linolenico (C18:3n-3) 0,33+0,01
Araquidico (C20:0) 0,35+ 0,00
Eicosadienoico (C20:2n-6) 0,27 £ 0,00

3.2.3. Método analitico

O percentual de &cidos graxos livres foi determinado com base no método Ca 5a-40
[35], que se baseia no método de titulacdo acido-base, utilizando uma solucéo
etandlica de hidréxido de potassio (KOH) previamente padronizada (0,1 mol L™)
como titulante, conforme apresentada na equacdo 1. Cada amostra foi titulada em
duplicata e o rendimento em AGLs das reagfes de hidrdlise foi calculada a partir da
equacgao 2.

MXPMXV
mx100

Teor de AGLs (%) = (1)

onde: M corresponde & molaridade da solucéo titulante (mol L™), PM corresponde ao

massa molar do AGL predominante na amostra (280 g/mol), v corresponde ao
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volume gasto na titulagcdo (mL) e m corresponde a massa da amostra utilizada para

a analise (g).

Rendimento em AGLs (%) = % % 100 (2
0

onde AGL; corresponde ao teor de AGLs produzido apos a reacdo de hidrolise e
TAG, corresponde ao teor de triacilglicerideos presente no 6leo da améndoa da

macauba.

Os resultados serdo apresentados em termos de rendimento em AGLSs e teor
de AGLs. Os dados foram submetidos a analise de variancia, analisados pela
ANOVA, teste de Tukey e Dunnett (p>0,05) para avaliar as diferencas das médias
dos tratamentos e a diferenca entre o percentual de aditivos em comparacao com a

amostra padréo (sem aditivos).

3.3. Resultados e Discussao
3.3.1. Efeito de diferentes catalisadores enzimaticos e razdo massica 6leo:agua

O efeito das enzimas Lipozyme® RM IM, Lipozyme® TL IM, e Lipozyme® 435
sobre a hidrélise de 6leo da améndoa da macauba foi avaliada, mantendo-se a
temperatura fixa em 55 °C, agitacdo a 400 rpm, percentual de catalisador (em
relacdo aos substratos) a 5%, e razdo massica de agua:6leo de 1:1-1:20 (Figura
3.1). Como pode ser visto na Figura 3.1, os rendimentos em AGLs mais elevados
foram obtidos com o uso da enzima Lipozyme® RM IM para todas as quantidades
de agua avaliadas. Pode ser visto a partir da Figura 3.1 que os rendimentos em
AGLs no intervalo de 58% em massa foram obtidos com Lipozyme® RM IM,
enquanto que para Lipozyme® TL IM e Lipozyme® 435, rendimentos em AGLs

maximos de 29% e 36% em massa foram obtidos, respectivamente.

Em relacdo a quantidade de agua no meio reacional, a Figura 3.1 mostra que o
aumento na producdo de AGLs ocorreu com o aumento da quantidade de agua no
meio reacional, na gama avaliada, de 1:2 a 1:20. No entanto, cabe notar que quando

um excesso de agua foi aplicado ao meio (razdo massica agua:6leo 1:1), ndo houve
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nenhum efeito significativo sobre o rendimento em AGLs (p>0,05), principalmente
com a Lipozyme® TL IM e Lipozyme® 435, sendo que, no caso de Lipozyme® RM
IM e Lipozyme® 435, rendimentos em AGLs inferiores que a razdo massica 1:2
foram adquiridos.

O teor de agua nos sistemas organicos € geralmente muito limitado, no
entanto, sua presenca em quaisquer quantidades nao pode ser negligenciada. A
adgua desempenha um papel importante no controle do desempenho da enzima em
meios reacionais, e uma pequena quantidade se faz necesséria para a ativagdo da
acao catalitica. No entanto, a quantidade de agua necessaria varia de caso para
caso, visto que uma quantidade oOtima de &gua necessaria depende de varios
parametros, incluindo o tipo de solvente do meio, a polaridade do sitio ativo da
enzima, o substrato, o suporte sélido, e das condic¢des de reacao [36].

100

[ ]Lipozyme® RM IM
Y Lipozyme® TL IM
] Lipozyme® 435

80

(d)
60 — R ©

©

40 © (de) (€)
< | | N

(b (b) (b")

Rendimento em AGLs (%)

20

I 1 1 1
1:10 1:6.6 1:2 11

Raz&do massica de Agua:Oleo

Figura 3.1. Efeito de diferentes catalisadores enzimaticos e da razdo massica agua:oleo na
hidrélise do 6leo da améndoa da macauba, a 55 °C, 400 rpm, percentual de catalisador de
5% e 6 horas de reacdo. Médias seguidas de mesmas letras (para uma mesma enzima) em
cada coluna séo as quais nao diferem estatisticamente (p>0,05).
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Cavalcanti-Oliveira et al. [33], examinando a hidrélise do Oleo de soja,
utilizando a lipase Thermomyces lanuginosus (liquida), reportam que o aumento do
conteudo de agua no meio reacional leva a um aumento no rendimento em AGLSs, de
14% na razdo massica de agua:oleo 1:6,6, a 80%, sob razdo massica de agua:bleo
1:2,5,a 60 °C, 2,3% de lipase (em relacdo ao volume dos substratos) e um tempo de
reacao de 24 horas. Liu et al. [37], ao investigarem o efeito do ultrassom na hidrélise
enzimatica de 6leo de soja, descobriram que maiores quantidades de agua no meio
reacional resultou no aumento da producdo de AGLs. Na razdo massica de 0,1:1,
cerca de 17% do dleo foi hidrolisado em AGLs, enquanto que, ao aumentar-se a
proporcéo para 2,5:1, um hidrolisado com 33% de AGLs foi obtido. Na producéo do
concentrado natural de beta-caroteno a partir de Oleo de buriti por hidrélise
enzimatica, Ribeiro et al. [38] observaram crescente rendimentos em AGLs de
56,6% para 62,9% nas razbes massicas de aguaddleo 1:14 e 1:2,6,
respectivamente, a 29 °C e uma enzima TL IM (imobilizada) concentrada em 10,7 U

(conteudo de enzima) .

3.3.2. Efeito do pH da solucao tampéo

A literatura reporta que o pH desempenha um papel importante na reacéo de
hidrélise para obtencdo de AGL [27, 39], e por esta razdo o efeito do pH da solugéo
tampéao fosfato de sodio foi avaliado na faixa de 5,7 a 8,0, adotando a temperatura
de 55 °C, agitacdo de 400 rpm, percentual de catalisador (em relacdo a massa dos
substratos) de 5% e razdo massica agua:6leo de 1:2. A Figura 3.2 mostra 0s
resultados obtidos para os diferentes valores de pH avaliados. Como se pode ver na
Figura 3.2, o aumento do pH ocasionou o aumento da taxa de hidrolise dos
triacilglicerideos, reportando-se rendimento em AGLs de 59% a pH 5,7 e 66,8% a pH
8,0. Comparando com os resultados apresentados com os da Figura 3.1, verifica-se
que a adicdo da solucdo tampédo ao meio reacional aumentou o rendimento em
AGLs de aproximadamente 57,8% (na reacdo com a agua) para aproximadamente

67% a pH 8,0, nas mesmas condi¢cdes de reagéao.
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Figura 3.2. Efeito do pH sobre o rendimento em AGLs da hidrélise do éleo da améndoa da
macauba a 55 °C, 400 rpm, massica de agua:oleo 1:2, percentual de catalisador de 5% e 6
horas de reacdo. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna ndo diferiram
estatisticamente (p>0,05).

A Lipozyme® RM IM tem sido utilizada em muitos casos e com boas
propriedades nas reacdes de hidrdlise, utilizando a sua especificidade para liberar
acidos graxos livres e sua atividade e estabilidade em meios ndo convencionais é
uma das vantagens desta enzima, mesmo nesta reacdo hidrolitica [40]. O pH do
meio de funcionamento € um quesito critico para a atividade de uma enzima e sua
seletividade [39]. Hernaiz et al. [41] mostraram as alteracdes de atividade em
relacdo a conformacéo da proteina for varios valores de pHs. O pH é o responsavel
pela abertura ou bloqueio do centro catalitico que fornecera a ligacdo ao substrato
[42]. O aumento do rendimento em AGLs com a adicdo de solugcéo tampéo e o
aumento do pH pode ser verificado em trabalhos recentes da literatura [16, 27, 28,
37].
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3.3.3. Efeito da agitacéo

O efeito da agitacéo foi avaliado de 400 a 2000 rpm, em temperatura de 55 °C,
percentual de catalisador (em relagdo aos substratos) de 5%, e razdo massica de
solucdo tampéao:dleo de 1:2, onde os resultados encontram-se na Figura 3.3. De
acordo com a Figura 3.3, no intervalo avaliado no estudo, os melhores rendimentos

em AGLs foram obtidos para agitagéo a 400 rpm (p>0,05).
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Figura 3.3. Efeito da agitacdo no rendimento em AGLs da hidrélise do 6leo da améndoa da
macauba a 55 °C, razdo massica de solucdo tampao:oleo de 1:2, pH de 8,0, percentual de
catalisador de 5% e 6 horas de reacdo. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna
nao diferiram estatisticamente (p>0,05).

Sadana [43] explica que as enzimas atuam com eficiéncia na fase interfacial dos
subtratos, onde a taxa de hidrélise aumenta com o aumento da superficie de
contato. O aumento da agitacdo do meio reacional promove o aumento do niamero
de goticulas no meio, levando ao aumento do rendimento em AGLs da reacéao de
hidrélise. Em contrapartida, a agitacdo causa a exposicdo da enzima a uma tensao

de cisalhamento, podendo ocorrer a desnaturacao de sua superficie, o que conduz a
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sua desativacdo e consequentemente, diminui o rendimento em AGLs da hidrolise.
Vale ressaltar, no entanto, que em baixa agitacdo, o efeito do aumento da area
interfacial dos substratos da hidrolise € maior do que o efeito da desativacdo da
enzima [16, 31], o que explica que, no caso deste estudo, a menor agitacao
mostrou-se mais eficiente em termos de rendimento em AGL. Efeito similar foi
verificado por Babicz et al. [44], os quais avaliaram intervalos de agitacdo de 400-
1300 rpm na hidrolise do 6leo de soja com a Lipozyme® RM IM (imobilizada) onde
relatam rendimentos em AGLs de 19% a 700 rpm, 16% a 400 rpm e de 9% a 1300

rpm.

3.3.4. Efeito da adicéo de sais e surfactantes

A Tabela 3.2 apresenta os resultados das reacdes de hidrolise do 6leo da
améndoa da macauba conduzidas na presenca de aditivos no meio reacional. O
efeito da adicdo de dois surfactantes (Triton® X-100 and Tween 80) e seis sais
foram avaliados. Como pbde ser visto na Tabela 3.2, ambos os surfactantes
ocasionaram o decréscimo na producdo de AGL. Para o uso do Triton® X-100, o
rendimento em AGLs maximo de 60% foi obtido com 5%, enquanto que com o
percentual de 10%, o Tween 80 forneceu um rendimento em AGLs de
aproximadamente 60,6%. Sem adicdo de surfactantes, o rendimento em AGLs
obtido foi de 67,3%.

Goswami et al. [16] avaliaram o efeito de diferentes surfactantes na obtencao
de acido erdcico a partir da hidrolise catalisada pela lipase de pancreas suina a 35
°C, 10 mg de lipase g™* de 6leo, 900 rpm e 6 horas de reac&o, reportam 55% de
AGLs na auséncia de surfactante, e 3,8% e 8,76% na adicdo de Triton® X-100 e
Tween 80 no meio reacional, respectivamente. Comparativamente, ao ser avaliada a
hidrélise de 6leos e gorduras para a obtengcdo de acidos graxos por catalisadores
acidos solidos, como o Fe-Zn DMC, Satyarthi et al. [45] constataram que a adicao de
surfactantes, como Triton® X-100, também reduz o rendimento em AGLs da
hidrélise para 8,8%, enquanto que sem adicdo de surfactante o rendimento em
AGLs obtido foi de 45,7%.
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Tabela 3.2. Efeito de aditivos no rendimento em AGLs da hidrélise do 6leo da améndoa da
macauba a 55 °C, 400 rpm, razdo massica solucédo tampao:éleo de 1:2, pH 8,0 da solucéo
tampdao, percentual de catalisador de 5% e 6 horas de reacéo.

Aditivo Percentual (%) Rendimento (%)
Nenhum 0 67,30 + 0,19"
5 60,00 + 0,09% 2¢
e 10 45,89 + 0,08 °
Surfactante Triton™ X-100 .
15 43,88 £ 0,74°'°
(em relacdo a massa -
5 57,01 + 0,19%
dos substratos) _
10 60,58 + 0,037 °
Tween 80 -
15 58,33 + 0,00%
CuCl, 58,63 + 0,30™ "¢
CaCl, 61,77 + 0,04" <9
_ KCI 62,65 + 0,267~ 9T
Sais 0.01 M na solugéo —
NH,CI ~ 61,06 + 0,09
tampéo .
NaCl 68,07 + 0,05-" ©
MgCl, 65,07 + 0,11MA T

Médias seguidas de mesmas letras mailsculas (em comparacdo com a amostra sem
aditivos) e letras minasculas (nos mesmos aditivos) ndo diferiram estatisticamente (p>0,05).

Como apresentado na Tabela 3.2, a presenca de sais no meio reacional
ocasionou o decréscimo do rendimento em AGLs da reacao, apenas adi¢cdo de NaCl
forneceu maior rendimento, de no entanto, o mesmo ndo apresenta diferenca
significativa (p>0.05) quando comparado a amostra sem adi¢cdo de sais. Sharon et
al. [22], avaliando o efeito de diferentes sais metalicos na hidrolise do 6leo de
mamona por Pseudomonas aeruginosa KKA-5 (liquida) e constataram que a
atividade residual da lipase diminuiu na adicdo de metais ao meio reacional. O
controle dos autores apresentou atividade de 100% na auséncia de metais,
passando a possuir atividade de 81,5%, 70,0%, 77,7%, 95,6% e 73,3%, ao serem
adicionados os sais metalicos de Na, K, Cu, Ca e Al, respectivamente. Goswami et
al. [16] avaliaram a presenca de sais no meio reacional da hidrélise, onde
verificaram que na auséncia de sal, rendimento em AGLs de 37,46% foi obtido,
enquanto que para a adicdo de ions de Na*, Mg?* e Ca?* o rendimento em AGLs
aumentou significativamente, para 45%, 84,35% e 65,36%, respectivamente.
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3.3.5. Efeito da adicédo de solvente

A Figura 3.4 apresenta os resultados do efeito da adicdo de diferentes
solventes sobre o rendimento em AGLs das reagdes conduzidas a 55 °C, percentual
de catalisador (em relacdo aos substratos) de 5% e razdo massica de solucéo
tampéo:6leo 1:2, sendo avaliados como solventes o n-hexano, n-heptano,

isopropanol e t-butanol.

Segundo a Figura 3.4, dentre os solventes avaliados, n-hexano e n-heptano
levaram ao aumento no rendimento em AGLSs da hidrdlise, e isopropanol e t-butanol
a reducdo do mesmo. O melhor desempenho foi obtido pelo solvente n-hexano, o
gual promoveu um aumento de aproximadamente 10% no rendimento em AGLs da
reacdo. Tem sido relatado que a atividade das enzimas mostra-se mais eficiente na
presenca de diferentes solventes organicos. Solventes como o isooctano [16, 26] e
n-hexano [46, 47] tém sido utilizados com sucesso em reacdes enzimaticas que
obtenham rendimentos em AGLs elevados. Batistella et al. [48] relataram aumento
na atividade enzimatica da Lipozyme® RM IM (imobilizada), quando em contato com

0s solventes n-hexano e iso-octano.
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Figura 3.4. Efeito da adicdo de solventes ndo rendimento em AGLs da hidrolise do 6leo da
améndoa da macauba a 55 °C, razdo massica Oleo:solvente de 1:1, 400 rpm, razao massica
de solucdo tampdao:oleo de 1:2, pH da solucdo tampéo de 8,0, percentual de catalisador de
5% e 6 horas de reacdo. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna nao diferiram
estatisticamente (p>0,05).

Os solventes sdo normalmente usados nas reacdes de hidrdlise de Oleos
vegetais, porque eles aumentam a velocidade de reacéo, reduzem a viscosidade do
Oleo, a facilidade de emulsificacdo, e de aumentar a area interfacial que promove a
reacao [32]. Rathod e Pandit [32], avaliaram o efeito de varios solventes (metanol, n-
hexano, acetona, e iso-octano) na producdo de AGLs a partir de 6leo de mamona
por lipase de Aspergillus oryzae (liquida), onde, exceto para o solvente iso-octano
solvente, todos os outros solventes utilizados inibem a atividade da lipase. Kwon et
al. [49], conduzindo a sintese de glicerideo de cadeia média por lipase no solvente
organico, encontraram um aumento significativo no rendimento em AGLs da reacao

usando n-hexano como um solvente.

De modo geral, para a otimizacdo dos sistemas constituidos por solventes

organicos e catalisados por enzimas, o log P é considerado um bom método
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guantitativo, uma vez que representa a polaridade do solvente. A classificacao
seguinte é recomendada para escolher os solventes organicos mais adequados para
a catalise enzimatica: (1) solventes com log P<2, devido a sua alta polaridade, os
quais podem causar a desnaturacdo do catalisador, (2) solventes com 2<log P>4
sao considerados moderados, e (3) solventes com log P>4 podem ser considerados
0S mais apropriados, uma vez que sao apolares [36, 48, 50, 51]. Chua e Sarmidi [36]
explicam que outro fator relevante € o teor de agua no solvente organico, o qual
geralmente € muito limitado. No entanto, a presenca de quaisquer quantidades de
dgua ndo pode ser negligenciada, uma vez que ela desempenha um papel
importante no controle do desempenho da enzima em meios organicos. Porém, ndo
ha um principio para orientar a selecdo do solvente organico para 0S processos
enzimaticos em particular. O Unico critério é o grau de compatibilidade do solvente

com a manutencéo da atividade da enzima e de sua estabilidade [36].

Neste trabalho, o n-hexano (log P=3,5) mostrou ser o solvente organico mais
adequado para a hidrélise do 6leo da améndoa da macaulba, resultando em
rendimentos em AGLs de 73,58%, seguido pelo n-heptano (log P=4,0) com 70%. As
reacoes conduzidas com isopropanol e t-butanol (log P=0,05 e log P=0,35,
respectivamente), resultaram em rendimentos em AGLs de 0,3%. Este resultado
pode estar relacionado com o fato dos solventes com elevada polaridade poderem
remover as moléculas de 4gua da enzima, de modo a que a enzima nado recebe

agua suficiente para manter a sua configuracdo ativa [52].

3.3.6. Efeito da Temperatura

A Figura 3.5 mostra o efeito da temperatura, avaliada no intervalo de 30 a 60
°C, a 400 rpm, razdo massica de solucdo tampdo:dleo 1:2 e percentual de
catalisador (em relacdo a massa dos substratos) de 5%. A partir da Figura 5, pode-
se observar que o aumento da temperatura aumenta a produtividade de AGLs no
intervalo de 30 a 55 °C. Efeito semelhante foi observado por Phuah et al. [53] ao
investigar o efeito da temperatura na hidrélise de 6leo de palma catalisada pela
Lipozyme® RM IM (imobilizada) no intervalo de 45 a 55 °C. Avelar et al. [24]

avaliaram a hidrélise de diferentes Oleos vegetais e relataram que o aumento na
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temperatura, leva a um aumento nos rendimentos em AGLs, resultando na obtencéo
de um rendimento em AGLs de 81% a 25 °C, enquanto que a 50 °C, a hidrdlise

procedeu-se de maneira completa.
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Figura 3.5. Efeito da temperatura no rendimento em AGLs da hidrélise do 6leo da améndoa
da macauba a 400 rpm, razdo massica de solucdo tamp&o:0leo de 1:2, pH de 8,0,
percentual de catalisador de 5% e 6 horas de reagdo. Médias seguidas de letras iguais para
cada coluna néo diferiram estatisticamente (p> 0,05).

Termoestabilidade das enzimas frente a diferentes valores de temperatura sédo
importantes parametros para uso de enzimas em reacfes de hidrolise de
triacilgliceréis. E conhecido que as propriedades cinéticas e de estabilidade das
enzimas podem variar significativamente, em funcdo de sua origem, condi¢cdes dos
ensaios, tempo de incubacdo, pH e temperatura, do método e dos substratos

utilizados, tornando, muitas vezes, a comparacao dificil [54].
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3.3.7. Efeito do percentual de catalisador

A concentracdo da enzima tem um forte impacto sobre o processo catalitico,
visto que o aumento da concentracdo de enzima no meio reacional faz com que ela
se desloque da fase aquosa para a interface a uma taxa crescente, fazendo com
gque o aumento de sua interacdo com 0s substratos leve ao aumento da taxa de
hidrolise [16]. A Figura 3.6 apresenta os resultados dos experimentos realizados, por
meio da variacdo da concentracdo de catalisador de 1 a 20% (em relacdo a massa
de Oleo) obtidos a 400 rpm, razdo massica de solucdo tampdo:oleo de 1.2 e
percentual de catalisador (relacdo a massa dos substratos) de 5%. Pode-se
observar a partir da Figura 3.6, que um aumento no percentual de catalisador
conduz a um aumento acentuada do rendimento em AGLS, passando de 53,6% a
81,34%. A um percentual de enzima de 5%, rendimentos em AGLs na ordem dos
66% foram alcancados, enquanto que 78,2% foram obtidos com a adicdo de 10% do
catalisador no meio reacional. Um crescente aumento da taxa de reacdo paralela ao
aumento da concentracdo do catalisador pode ser visto nos resultados,
principalmente entre 10 e 15%, embora n&o seja significativa. Isto pode ser
explicado devido a saturacdo da enzima na interface entre o 6leo e a fase aquosa,
onde o aumento da concentracdo da enzima nao forneceu quaisquer alteracfes

significativas na taxa de reacéo [55].
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Figura 3.6. Efeito do percentual de catalisados no rendimento em AGLSs da hidrélise do 6leo
da améndoa da macauba a 55 °C, 400 rpm, razdo massica de solugdo tampéo:oleo de 1:2,
pH de 8,0 e 6 horas de reacdo. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna nao
diferiram estatisticamente (p>0,05).

O aumento no rendimento da reacdo, proporcional ao aumento do teor de
enzima também foi verificado no estudo de Freitas et al. [6], 0s quais obtiveram
hidrolisado com 35% de AGLs ap0s 24 horas de reacdo a 40°C e agitacdo de 200
rpm. O percentual de catalisador avaliado pelos autores variou de 1-3% (em relacao
a massa de 6leo), onde o percentual de catalisador de 3% correspondeu ao maior
rendimento em AGLs obtido. You et al. [56] avaliando o efeito da concentracéo de
enzima no rendimento em AGLs da hidrolise do 6leo de palma bruto catalisada pela
lipase Candida rugosa (forma bruta), verificaram que o percentual de AGL produzido
aumentou com o aumento da concentracédo da enzima, especialmente de 0,5 a 1%,
mostrando um aumento drastico no rendimento em AGL, devido ao aumento da
atividade hidrolitica. Fato semelhante foi verificado por Meng et al. [57], na

hidroesterificacdo do 6leo de soja com a lipase Yarrowia lipolytica (imobilizada),
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onde na etapa de hidrélise, de 25-100 Uw/g™ de enzima foram avaliados, sendo que
rendimentos em AGLs em torno de 90% foram reportados para a maior quantidade

de enzima.

Neste estudo, rendimentos em AGLs de aproximadamente 82% foram obtidos
em 6 horas de reacdo, na razdo massica de solucdo tampdao:dleo de 1:2, uma
temperatura de 55 °C , agitacdo de 400 rpm, solugcdo tampao fosfato de sodio (pH
8,0) e percentual de catalisador de 15%. Rendimentos em AGLs apreciaveis (80%)
foram relatados por Cavalcanti-Oliveira et al. [33] , utilizando razdo massica de
solucédo tampéao:oleo 1:2 , a pH 8,0 e 50 °C durante 24 horas, utilizando 2,3% de
catalisador Thermomyces lanuginosus (TL 100L) (liquida). Freitas et al. [6]
mostraram melhores rendimentos (65%) em AGLs para a hidrélise do 6leo de soja
com 3% de lipase pancreética porcina, apos 6 horas de reacdo. Goswami et al. [16]
relataram um rendimento de 37,46% em AGLs por meio da hidrolise do 6leo de
mostarda apos 6 horas, razdo massica de solucdo tampéao:oleo de 1:1, pH 9,0, 900
rpm e percentual de lipase pancreéatica de 1% (em relagdo a massa de 0leo).
Baharin [56] relatam rendimentos em 96% AGLs para a hidrélise enzimatica do 6leo
de palma bruto com a lipase Candida rugosa a 50 °C, 1% de lipase Candida rugosa,
razdo massica agua:oleo de 1:2 e 6 horas de reacdo. Cheong et al. [57] reportam
reducdo de aproximadamente 20% no percentual de TG ao aumentar o teor de
enzimas no meio reacional de 5 para 10% a 65 °C, razdo méssica de agua:oleo 1:2

e tempo de reacao de 11 horas.

3.4. Conclusodes

O presente trabalho relatou dados experimentais relacionados a producao de
AGLs do Oleo da améndoa da Macauba, obtidos por hidrélise enzimética. Os
resultados reportam que a Lipozyme® RM IM é mais eficiente para a realizagcéao
desta reacdo, quando comparada as demais lipases avaliadas. Na gama
experimental investigada, verificou-se que a temperatura e o pH tiveram um efeito
positivo sobre o rendimento em AGLS, enquanto que o aumento da agitagdo nao
mostrou nenhum aumento significativo. Para o percentual de catalisador e a razao

massica 0leo:agua, efeito positivo dentro de um determinado intervalo do estudo foi
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verificado. A adicdo de sais e surfactantes ao meio reacional da hidrélise nédo foi
eficaz no aumento da velocidade da reacao nas condi¢des consideradas (p>0,05). A
presenca de n-hexano e n-heptano, no meio reacional aumentou a producéo de
AGLs. Pelos resultados obtidos, rendimentos em AGLs apreciaveis
(aproximadamente 82% em massa) foram obtidos a 55 °C, razdo massica solucao
tampéo:oleo 1:2, a pH 8,0, 15% da enzima, 400 rpm, e 6 horas de reacao.
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RESUMO

O objetivo do presente trabalho é a producédo de acidos graxos livres (AGLs) do 6leo
de macauba por hidrolise enzimatica. A reacdo dos triacilglicerideos do 6leo da
améndoa da macauba foi conduzida, primeiramente, em diferentes solventes
organicos com a Lipozyme® RM IM, da qual, obteve-se como melhor resultado
nesta etapa, conduzida a condicdes fixas de solugdo tampao (70% em relacdo a
massa de 6leo), pH (8,0), concentracdo de catalisador (20% em relacdo a massa
dos substratos), temperatura (55 °C) e agitacdo (400 rpm), onde rendimentos em
AGLs apreciaveis de aproximadamente 88%, apos 8 horas de reacdo, na presenca
de solvente n-hexano (razdo massica 1:1 6leo:solvente). A avaliacdo da reutilizacao
do catalisador enzimatico foi realizada, sendo verificada diminuicdo de
aproximadamente 30% e 40% no rendimento em AGLs do processo decorridos 10

ciclos e 20 ciclos reacionais, respectivamente.

Palavras-Chave: Hidrolise; acidos graxos livres; 6leo de macauba.
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4.1. Introducao

A producéo de 0leos e gorduras tem-se disseminado, tornando este produto
importante matéria no contexto econémico mundial. Sua maior parte destina-se ao
setor alimenticio, no entanto, € crescente o interesse de obter produtos quimicos de
maior valor agregado a partir destas matérias quimicas [1, 2], como a resolucao de
misturas racémicas [3], a sintese de emulsificantes [4, 5], a transformacéo de
lipidios, a fim de se produzir lipidios estruturados com elevados teores de acidos
graxos poliinsaturados [6, 7], e a obtencéo de bioaromas [8], além da sua crescente

utilizacao na producao de biodiesel [9].

Diversos trabalhos vém investigando a possibilidade do emprego de matérias-
primas diversas na obtencdo destes compostos, principalmente as que se destacam
por possuirem baixo custo e que possuam parcela expressiva no contexto atual.
Entre estas matérias-primas, tem-se a Macauba [Acrocomia aculeata Lodd arara
(Jacq.). ex Mart] que destaca-se por ser amplamente distribuida em todo o pais. A
alta produtividade de 6leo proveniente dessa palmeira (1500 a 5000 kg/ha ™) [10], a
alta qualidade de seu 0leo [11, 12, 13] e sua resisténcia a seca criaram interesse em

seus usos agroindustriais.

Um dos primeiros passos para a obtencdo de derivados quimicos de Oleos
vegetais é a hidrolise, que conduz a glicerina, mono, diglicerideos e uma mistura de
acidos graxos [14]. As transformacfes de 6leos e gorduras sdo predominantemente
baseadas em processos quimicos convencionais [15, 16]. No caso da hidrélise, o
processo mais utilizado opera em temperaturas e pressdes elevadas, ocasionando
reacOes secundarias que exigem posteriores operacfes de separacao e purificacdo
[17, 18].

Neste processo, a catalise pela rota enzimatica tem merecido destaque sob a
convencional, por requer baixas temperaturas, o que impede a degradacdo dos
produtos e reduz os custos de energia [19]. Aléem disso, as enzimas s&o
catalisadores biodegradaveis, sendo, portanto, menos poluente do que o0s
catalisadores quimicos [19], podendo ser reutilizadas e apresentarem alta
estabilidade em solventes organicos [20, 21, 22, 23, 24]. Embora o custo elevado da

producdo de catalisadores enzimaticos tem sido reportado como o maior obstaculo
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para a efetivacdo de processos por eles intermediados, 0os avangos nesta tecnologia,
como a utilizacdo de enzimas tolerantes a solventes e/ou imobilizadas, que tem
permitido sua ampla reutilizacdo, tem promovido sistemas de baixo custo [25, 26].
Adicionalmente, tem sido reportada a utilizacdo de sistemas reacionais néo
convencionais, em solventes organicos, para as reacdes enzimaticas, tendo como
principal vantagem, a relagdo com o deslocamento do equilibrio termodindmico da
reacdo em favor da sintese e com a maior solubilidade dos produtos de interesse

[20, 21, 22, 23, 27].

Neste sentido, objetivou-se no presente trabalho a producdo de acidos graxos
livres (AGL) a partir do processo de hidrolise enzimatica do 6leo de macauba, em
meio com solvente organico. Diferentes solventes e suas razfes massicas foram
avaliadas, sendo posteriormente avaliados os efeitos das variaveis do processo
(temperatura, percentual de solucdo tampao e concentracdo de enzima) na sua
presenca, sendo por fim, obtidas as cinéticas de producdo de AGLs em diferentes

percentuais de catalisador e reutilizacdo do catalisador enzimatico.

4.2. Materiais e Métodos
4.2.1. Materiais

Nas reacdes de hidrolise foram utilizados o 6leo da améndoa de macauba
(Cocal Brasil), tampdo fosfato de sodio (Neon) preparado conforme reporta Gomori
[28] e como catalisador a enzima Lipozyme® RM IM (Novozymes®). A composi¢ao
guimica do 6leo da améndoa da macauba usado neste trabalho é apresentada na
Tabela 4.1, a qual foi determinada pelo método Ce 2-66, da AOCS (1990). O teor de
AGLs (mg AGL/100 mg) e o conteudo de agua (% em peso, pelo método de titulacéo
de Karl Fischer, a DL 50, Mettler-Toledo) foram determinadas em,
aproximadamente, 23,0+0,4 e 0,7+0,05, respectivamente. Os solventes utilizados
foram: n-hexano (Nuclear), n-heptano (Nuclear), isopropanol (Fmaia), terc-butanol,
(Sigma-Aldrich). Na etapa de titulacdo das amostras foram utilizados: solugdo de
éter etilico:alcool etilico 2:1 (v:v) (Vetec/Nuclear), hidroxido de potassio (Nuclear) e

fenolftaleina como indicador (Nuclear).
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Tabela 4.1. Composicao quimica do 6leo da améndoa da macauba.

Acido Graxo Percentual (%)
Laurico (C12:0) 0,02 £ 0,00
Miristico (C14:0) 0,12 + 0,01

Palmitico (C16:0) 11,07 £ 0,22
Palmitoleico (C16:1n-7) 1,50 + 0,03
Estearico (C18:0) 3,46 + 0,03
Oleico (C18:1n-9) 19,74 £ 0,07
cis-vacenico (C18:1n-7) 0,75+ 0,00
Linoleico (C18:2n-6) 62,33+ 0,15
Linolenico (C18:3n-3) 0,33+0,01
Araquidico (C20:0) 0,35+ 0,00
Eicosadienoico (C20:2n-6) 0,27 + 0,00

4.2.2. Aparato experimental e procedimento

As reacBes foram conduzidas em um reator de vidro encamisado de 40 mL,
conectado a um banho termostatizado com controle da temperatura (Marconi) e uma
chapa de agitacdo magnética (Marconi, MA 085). A obtencdo das amostras do meio
reacional foi realizada conforme reportado no Capitulo 3. A Tabela 4.2 apresenta a
matriz dos planejamentos experimentais com o0s valores reais e codificados
referentes a hidrolise do 6leo da améndoa da macalba, que foram analisadas
visando explorar as variaveis sognificativas. No final da reacéo, a Lipozyme® RM IM
foi removida por filtracdo a vacuo, e os produtos foram recuperados para posterior
analise. As amostras sem a enzima foram transferidas para frascos de amostragem
e colocados em rota evaporador a vacuo para a evaporagcao do excesso de solvente.
Por fim, as amostras foram refrigeradas para posterior andlise dos produtos de

interesse.
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Tabela 4.2. Fatores e intervalos investigados nos dois planejamentos experimentais.

Primeiro Planejamento
Variavel Experimental
141 -1 0 +1 +141

Temperatura - T (°C) - 35 45 55 -
Solucdo Tampéo - ST (%) - 10 30 50 -
Concentracao de enzima - E (%) - 5 75 10 -

Segundo Planejamento

Experimental

-1,41 -1 0O +1 +141

Solugdo Tampéo - ST (%) 21,71 30 50 70 78,28
Concentracdo de enzima - E (%) 7,92 10 15 20 22,07

4.2.4. Metodologia analitica

O percentual de acidos graxos livres foi determinado com base no método de
Ca 5a-40 [29] que se baseia na titulacdo acido-base, utilizando como solucao
titulante, hidréxido de potéssio etanélico (KOH) previamente padronizada (0,1 mol L~
1y. Cada amostra foi analisada em duplicata, sendo o teor de AGLs calculado a partir
da Equacdo 1 e o rendimento em AGLs da reacdo de hidrélise calculado a partir da
Equacéao 2:

Teor de AGLs (%) = % (Eq. 1)

onde: M corresponde a molaridade da solucdo titulante (mol L), MM corresponde
ao massa molar do AGL predominante na amostra (280 g/mol), v corresponde ao
volume gasto na titulagcdo (mL) e m corresponde a massa da amostra utilizada para

a analise (g).

Rendimento em AGLs (%) = I;ZL:’C x 100 (Eq. 2)
0
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onde: AGL; corresponde ao contetdo de AGLs produzida apés a reacao de hidrélise,
e TAGy corresponde ao conteudo de triacilglicerideos presentes no 6leo da améndoa

da macauba.

4.2.5. Andlise dos Dados

A andlise estatistica relacionada com os efeitos estimados de cada variavel foi
realizada utilizando o erro global e o desvio-padrdo relativo entre os dados
experimentais e previstos. Vale ressaltar que os resultados obtidos e apresentados
neste trabalho sdo os valores médios de duplicatas. As andlises dos dados foram
submetidos a ANOVA e ao teste de Tukey (p>0,05), avaliando as diferencas entre as
médias dos diferentes tratamentos, utilizando o software Statistica versdo 7.0
(Statsoft Inc, EUA).

4.2.6. Reutilizagdo dos Catalisadores

Condicdes fixas foram estabelecidas para avaliacdo da reutilizacdo do
catalisador no processo de hidrolise proposto. A reutilizacdo da enzima Lipozyme®
RM IM foi avaliada na reacdo de hidrolise do 6leo da améndoa da macauba com
70% de solucdo tampéo fosfato de sodio (pH 8,0) (em relacdo a massa de 6leo), 55
°C, 400 rpm, com concentracdo de enzima de 20% (em relacdo a massa dos
substratos) e razdo massica de 6leo:solvente n-hexano 1:1, sendo considerada a
perda de massa do catalisador com o decorrer das reac¢des. Decorrida a etapa
reacional, as respectivas enzimas foram inicialmente separadas do meio reacional

pY

por decantacdo, lavadas com n-hexano e filtradas a vacuo. Posteriormente, as

enzimas recuperadas foram acondicionadas em dessecador a vacuo durante 24

horas para secagem. Apds este tratamento, a enzima foi novamente reutilizada.
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4 3. Resultados e Discussdes

4.3.1. Testes preliminares

A Figura 4.1 apresenta os resultados do efeito da adicdo de diferentes
solventes organicos sobre o rendimento em AGLs na reacdo de hidrdlise conduzida
a 55 °C, percentual de catalisador (relacdo aos substratos) de 5%, e percentual de
solugdo tampdo de 50% em relacdo a massa de o6leo, sendo avaliados como
solventes o n-hexano (log P=3,5), n-heptano (log P=4,0), isopropanol (log P=0,05) e
terc-butanol (log P=0,80) em diferentes propor¢des massicas ao meio reacional. De
acordo com a Figura 4.1 os solventes n-hexano e n-heptano proporcionaram
aumento no rendimento em AGLs da hidrélise na razdo méssica 1:1, enquanto 0s
solventes isopropanol e terc-butanol reduziram o mesmo. Para as razdes massicas
de 1:0,5 e 1:2, diminuicdo na producdo de AGLs foi verificada para todos os
solventes avaliados. Sharma et al. [30] explicam que o solvente atua na interface
bifasica da hidrélise, passando a fornecer maior facilidade para separar o produto do
meio reacional. No entanto, quantidades excessivas de solvente reduzem a
acessibilidade dos substratos aos sitios ativos das enzimas [31], provocando

menores rendimentos em AGLSs a reacao.
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Figura 4.1. Efeito da adi¢édo de diferentes razdes massicas (em relagdo a massa de 6leo) de
solventes orgéanicos na reagdo de hidrolise do 6leo da améndoa da macauba, a 55 °C,
percentual de solu¢do tampé&o de 50%, pH de 8,0, percentual de catalisador de 5% durante
6 horas de reacdo. Médias seguidas de letras iguais para cada coluna nao diferiram
estatisticamente (p> 0,05).

Um dos principais critérios a considerar na selecdo de um solvente organico é
a sua capacidade de solubilizacdo dos substratos e produtos, e as suas
propriedades de transferéncia de massa [32]. O logaritmo do coeficiente de particao
(log P), de um composto, tem sido amplamente empregado para predizer o
rendimento em AGLs de uma reacdo, em presenca de determinado solvente [33].
Segundo Laane et al. [34], a reacdo enzimatica ocorre em maior extensao na
presenca de solventes hidrofébicos (log P>3,0) e em menor na presenca de
solventes hidrofilicos (log P<2,0). Existe, porém, uma tendéncia de se utilizar
critérios adicionais, como densidade, viscosidade, toxicidade, ponto de ebuli¢éo,
entre outros, para garantir um adequado grau de biocompatibilidade do solvente com
o catalisador enzimatico [35]. Outro aspecto a ser ressaltado € que os solventes

podem agir na enzima inibindo sua atividade, alterando ligacdes de hidrogénio,
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interacdes hidrofébicas, competindo pelo seu sitio ativo [36], podendo retirar a agua
essencial que se encontra na superficie externa das moléculas das enzimas, a qual

€ crucial para manutencédo da atividade catalitica [37].

4.3.2. Efeito das variaveis do processo

Inicialmente, foram investigadas as condi¢cdes de reacdo para a hidrolise do
0leo da améndoa da macauba catalisada pela lipase Lipozyme® RM IM na presenca
de n-hexano na razdo massica 1:1 (6leo:solvente) no meio reacional. A partir dos
resultados obtidos anteriormente, um planejamento experimental com 2% com
triplicata do ponto central foi realizado para avaliar o efeito da temperatura,
concentracdo de enzima e a concentracao da solucédo tampao sobre o rendimento
em AGLs. A Tabela 4.3 apresenta a matriz do planejamento experimental com o0s
valores reais e codificados e as respostas em termos de rendimento em AGLs da
hidrélise do 6leo da améndoa da macauba.

Tabela 4.3. Matriz do primeiro planejamento experimental (valores codificados e reais) com
os resultados em termos de rendimento em AGLSs.

Ensaio T (°C) ST (%) E (%) Rendimento em AGLs (%)
1 35 (-1) 10 (-1) 5(-1) 43,55 + 2,26
2 35 (-1) 30 (0) 10 (+1) 72,78 £ 0,27
3 35 (-1) 50 (+1) 7,5 (0) 70,99 + 0,09
4 45 (0) 10 (-1) 10 (+1) 64,76 + 1,21
5 45 (0) 50 (+1) 5 (-1) 67,96 + 1,00
6 55 (+1) 10 (-1) 7,5 (0) 58,80 £ 0,12
7 55 (+1) 30 (0) 5(-1) 60,46 + 0,01
8 55 (+1) 50 (+1) 10 (+1) 78,12 £ 0,55
9 45 (0) 30 (0) 7,5 (0) 76,93 + 0,01
10 45 (0) 30 (0) 7,5 (0) 70,66 + 0,04
11 45 (0) 30 (0) 7,5 (0) 72,94 + 0,55

Os dados apresentados na Tabela 4.3 foram tratados estatisticamente, e 0s

principais efeitos das varidveis sdo apresentados na Figura 4.2, onde podemos

95



Com base nos resultados do primeiro planejamento experimental, realizou-se



Tabela 4.4. Matriz do delineamento composto centro rotacional 22 e rendimento em AGLs.

Ensaio ST (%) E (%) AGLs (%) RED [%]" = Yoo ~Yuoort | 109
B
1 30 (-1) 10 (-1) 68,62 + 0,38 -1,12
2 30 (-1) 20 (+1) 77,64 + 0,29 -0,47
3 70 (+1) 10 (-1) 70,66 + 0,82 -1,19
4 70 (+1) 20 (+1) 80,21 + 0,39 -0,54
5 21,71 (-1,41) 15 (0) 76,17 + 0,90 0,78
6 78,28 (+1,41) 15 (0) 79,63 + 0,48 0,88
7 50 (0) 7,92 (-1,41) 68,35 + 0,36 1,29
8 50 (0) 22,07 (+1,41) 79,65 + 0,05 0,37
9 50 (0) 15 (0) 76,96 + 0,05 -0,66
10 50 (0) 15 (0) 77,88 + 0,27 0,25
11 50 (0) 15 (0) 78,04 + 0,75 0,41

Os parametros fixos foram a temperatura (55 °C), razdo massica de Oleo:solvente (1:1), a
velocidade de agitag&o (400 rpm) e o tempo de reacéo (6 horas)
® RED desvio relativo do erro

Apés a analise estatistica dos resultados obtidos no segundo planejamento
experimental, um modelo foi proposto visando a producdo otimizada de AGLs em
funcdo da solucdo tampdo e concentracdo de enzima. A andlise de variancia
(ANOVA) levou a valores de teste de F da regressdo maior que o calculado, no valor
de 21,71, e listando em um R? (coeficiente de determinacdo) no valor de 0,96. Isto
implica em uma representacdo satisfatoria do processo pelo modelo, dentro da
gama de valores avaliada para cada variavel, conforme se ilustra pelos rendimentos
em AGLs experimentais (terceira coluna da Tabela 4.4) e o desvio relativo de erro
(RED) (quinta coluna da Tabela 4.4). O modelo codificado montado pela analise de
regressao € dada pela Equacéo 3.

Rendimento em AGLs (%) = 77,63 + 1,18ST — 0,285T?+ 4,32E — 2,24E%+ 0,135T X E
(Eq. 3)

Onde ST corresponde a solucéo tampéao e E a concentragcédo de enzima.
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Figura 4.3. Superficie de resposta para a producdo de AGLs em fung¢éo da concentracdo de

solugcdo tampdo e concentracdo de enzima. As condicbes experimentais e os dados estdo
apresentados na Tabela 4.4.

O planejamento de experimentos foi usado para compor a superficie

representada na Fig. 4.3, onde verifica-se que as melhores taxas de rendimento em
AGLs devem ser obtidas no maior percentual de solugcdo tampéo e concentracoes
de catalisador. Como visto, 0 modelo indica que os melhores rendimentos em AGLS

(78,28%) sdo obtidos com concentracdes de lipase entre 15% e 20%. Cavalcanti-

Oliveira et al. [38] relatam a existéncia de uma gama de concentracdo 6tima de

enzima pode ser explicada por dois fatores: a concentragdes inferiores a 15 %, mais
enzima pode favorecer a acessibilidade de uma grande quantidade de reagentes
para 0s seus sitios ativos, e em concentragdes superiores a 20%, dimeros com
menor atividade pode estar se formando. O aumento da taxa de reagcdo, com um
aumento no teor de enzima também foi observado por Freitas et al. [39], os quais
reportam a hidrélise com 35% de AGLs depois de 24 horas, na temperatura da

reacdo de 40 °C e agitagdo a 200 rpm. O percentual de catalisador relatado pelos
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autores variou de 1 a 3% (em relagdo a massa de 6leo), onde o percentual de 3%
correspondeu a um maior rendimento em AGLS. You et al. [40] avaliaram o efeito da
concentracdo da enzima em funcdo do rendimento em AGLs da oleina de palma
bruta na hidrdlise catalisada pela Candida rugosa e descobriram que o percentual de
producdo de AGLs aumentou com o aumento da concentracdo de enzima,

especialmente de 0,5 a 1%.

4.3.3. Estudo cinético da Producéo Enzimatica de Acidos Graxos Livres do Oleo da

Améndoa da Macauba

O efeito de concentragéo da Lipozyme® RM IM (5, 10, 15, e 20% em relacdo
a massa dos substratos) foi avaliada no rendimento em AGLSs da hidrélise, visando a
otimizacdo da producédo de AGLs do 6leo da améndoa da macauba, em condi¢cdes
fixas de temperatura (55 °C), percentual de solucdo tampao (50% em relacdo a
massa de 6leo), razdo massica de 6Oleo:solvente (1:1) e agitacdo (400 rpm). A Figura
4.4 mostra os dados experimentais e os resultados do modelo cinético obtido nesta
etapa. Ao utilizar 20% de enzima, pode-se observar que elevadas taxas iniciais de
reacdo foram obtidas, levando a um rendimento em AGLs elevado, em tempos
relativamente curtos de reacdo. Por outro lado, em condigdes experimentais
utilizando concentracdo de enzima de 10%, baixa velocidade inicial de reacéo foi
observada, sendo atingidos 63% em AGLs como rendimento, apés 4 h de reacao.
Pode-se observar que o melhor rendimento em AGLs foi atingido com 20% de
enzima, bem como elevadas taxas de reacao, resultando em alta produtividade com

tempos de reacgéao relativamente curtos.
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Figura 4.4. Cinética de producdo de AGLs em concentracdo de enzima de 5 a 20%. A
reacdo foi realizada a 55 °C, percentual de solucao tampéao de 50% (em relagdo a massa de
6leo), razao massica de 6leo:solvente n-hexano 1:1 e 400 rpm.

Coelho et al. [41] reportam que o aumento da concentracdo de extrato
enzimatico bruto de semente de mamona, de 1 a 5% proporcionou um aumento no
rendimento em AGLs de mais de 40% para a hidrélise do 6leo de milho, apds 30
minutos de reacdo. Similarmente, Cavalcanti-Oliveira et al. [38] reportam aumento
de mais de 10% na hidrélise do 6leo de soja quando aumentado o percentual da
lipase TL 100L de 0,5 a 9,5%, a temperatura de 55 °C e concentra¢do de 6leo de
73%. Aumento no percentual de hidrélise do d0leo de mostarda foi verificado quando
aumentado a concentracdo de enzima, de 17% a 2% de catalisador, para
aproximadamente 37% com 10% de catalisador. Neste trabalho, apds 8 horas de
reacao, um rendimento em AGLs de cerca de 88% foi obtido a 20% de catalisador,
enquanto que para o percentual de 5, 10 e 15%, rendimentos em AGLs maximos de

78, 79 e 86% foram obtidos, respectivamente.
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4.3.5. Reutilizacdo do catalisador

Considerando-se que uma das grandes limitacGes da catélise enzimatica € o
custo do catalisador, a reutilizacdo da Lipozyme® RM IM foi avaliada nas reac¢des de
sintese dos AGLs do 6leo da améndoa da macauba em as condi¢cdes reacionais
otimas, previamente definidas, conforme mostra a Figura 4.5. A fim de verificar a
viabilidade do processo, foram realizadas lavagens na enzima com n-hexano,
solvente este que tem sido reportado como eficaz na remocdo de qualquer tipo de
substrato ou produto remanescente na superficie do catalisador, melhorando assim,

sua capacidade de reutilizacdo [42, 43].
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Figura 4.5. Reutilizagdo da Lipozyme® RM IM na reacdo de hidrélise do 6leo da améndoa
da macauba. Todas as reacdes foram conduzidas usando 20% de catalisador (em relacdo a
massa dos substratos), 70% de solucdo tampdo fosfato de sédio & pH 8,0 (em relacdo a
massa de 6leo), 100% de solvente organico n-hexano (em relacdo a massa de 6leo), 55 °C
e 400 rpm, durante 8 horas.

Nos resultados reportados na Figura 4.7, pode-se observar uma queda

continua no rendimento em AGLs com o numero de reutilizacbes, sendo o
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rendimento em AGLs na 20?2 reutilizacdo igual a apenas 45% do rendimento em
AGLs da 12 reacdo em batelada. A perda de atividade é notoria ao fim das
reutilizacdes, uma vez que os rendimentos em AGLs foram sempre inferiores em
relacdo as reutilizacbes anteriores. A nivel industrial este € um fator importante, uma
vez que para a catalise enzimética ser monetariamente competitiva, as enzimas tém

de ser reutilizadas diversas vezes.

Lee et al. [44] verificaram uma diminuicdo de 20% da atividade inicial da
mistura das lipases R. oryzae e C. rugosa ap0s 5 reutilizagbes. Rodrigues & Ayub
[45] avaliaram a reutilizacdo da mistura da Lipozyme® RM IM e TL IM na hidrdlise do
Oleo de soja. Os autores verificaram diminuicdo acentuada na atividade das lipases
apés a 32 reutilizacdo, passando de 100% de rendimento em AGLs a
aproximadamente 85%. Apés 10 bateladas, a atividade catalitica das lipases

correspondeu a apenas 20% da atividade inicial.

4.4. Conclusodes

O processo de producédo de AGLs por meio da hidrolise enzimatica do 6leo da
améndoa da macauba foi reportado. Cerca de 88% de AGLs foram obtidos na
reacdo de hidrélise catalisada pela Lipozyme® RM IM. Sendo otimizada, a hidrolise
teve producao maxima de AGLs conduzida na presenca de 20% de catalisador (em
relacdo a massa dos substratos) em meio aquoso formado pela solucdo tampéo
fosfato de sodio (70% em relacdo a massa de 6leo) a pH 8,0 e solvente n-hexano
(1:1 em relacdo a massa de 0leo), decorridas 8 horas de reacdo a 400 rpm. Na
reutilizacdo da Lipozyme® RM IM pode-se verificar diminuicdo no rendimento em
AGLs do processo, sendo verificada perda de aproximadamente 50% do rendimento

em AGLs inicial apds o 20° ciclo.
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5. CONCLUSOES

No presente trabalho foi investigada a producdo de &cidos graxos livres a

partir da hidrolise do 6leo da améndoa da macauba.

Primeiramente, foi avaliado o efeito de aditivos (sais, surfactantes e
solventes organicos) e das variaveis do processo (agitacdo, temperatura, razao
massica dos substratos e percentual de catalisador) de hidrélise na obtencéo de
acidos graxos livres. Com base nos objetivos propostos em relacdo a presente
proposta, conclui-se que:

1. Consideravel aumento no rendimento em AGLs do processo de hidrolise do
0leo da améndoa da macauba foi verificado, perante a adicdo de solucdo

tampao fosfato de sédio e solvente organico n-hexano ao meio reacional;

2. Das variaveis avaliadas, a velocidade de agitacdo, que variou entre 400-
2000 rpm, foi a que ndo apresentou influéncia significativa quando
aumentada. Cerca de 82% de &cidos graxos livres foram obtidos apds 6
horas de reagdo em temperatura reacional de 55 °C, 20% de catalisador
enzimatico Lipozyme® RM IM, razdo massica oleo:solucdo tampéao 1:2 e

100% em relacdo a massa de 6leo, de solvente organico n-hexano;

Sequencialmente, vislumbrando a exploracdo e otimizacdo das variaveis do
processo mencionado, foram propostas a andlise, perante planejamentos
experimentais, das variaveis do processo de hidrolise do 6leo da améndoa da

macauba, e reutilizacdo do catalisador enzimatico, podendo-se concluir que:

3. O aumento da razdo massica de oOleo:solvente organico n-hexano nao
promoveu aumento nos rendimentos em acidos graxos livres da hidrdlise do

6leo da améndoa da macauba, sendo a razdo 6tima de 1:1;

4. Das variaveis que contribuiram fortemente no rendimento em acidos graxos
livres da reacao de hidrdlise, verificou-se que a temperatura, dentro da faixa

experimental investigada, demonstrou continuo incremento na quantidade de
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acidos graxos formados. Acompanhado a esta variavel, teve-se o percentual
de solugao tampéao e concentragéo de catalisador;

. A utilizag&o consecutiva da Lipozyme® RM IM na etapa de hidrolise, visando
avaliar sua reutilizacdo, promoveu uma perda de 2 a 5% de sua atividade

durante o decorrer das 20 bateladas realizadas;
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6. PERSPECTIVAS FUTURAS

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes
sugestdes para trabalhos futuros foram definidas:

a) Acompanhar a producédo de monoacilglicerideos e diacilglicerideos durante a
reacdo, bem como acompanhar quimicamente possiveis produtos paralelos
oriundos das reac¢fes de hidrélise na presenca de solvente organico no meio

reacional;

b) Realizar o processo de hidrolise enzimética na auséncia de solvente

organico no meio reacional;

c) Acompanhar a producdo de monoacilglicerideos e diacilglicerideos durante a
reacdo, bem como acompanhar quimicamente possiveis produtos paralelos
oriundos das reacdes de hidrolise na auséncia de solvente organico no meio

reacional;
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