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RESUMO

Neste trabalho foram sintetizados ésteres etilicos de 6leo de babacu, pinhdo manso,
palma, andiroba e sebo bovino, através da transesterificacdo enzimatica. Inicialmente foram
determinadas as propriedades fisico-quimicas das matérias-primas; como os indices de acidez,
peroxidos, iodo e suas composi¢Oes de acidos graxos. Para as reacOes de transesterificacéo,
trés lipases diferentes foram utilizadas: lipase de Candida antartica (Novozym 435)
imobilizada em resina acrilica macroporosa, lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipozyme
TL IM) imobilizada em silica porosa granulada e a lipase de Burkholderia cepacia (Lipase
PS) imobilizada em terra diatomécia. As reacBes foram conduzidas em reatores fechados
contendo 20g de substrato, que consistia de 6leo ou gordura animal, e etanol anidro sem a
presenca de solventes, em uma razdo molar 6leo-etanol de 1:9 para os dleos vegetais e 1:6
para 0 sebo bovino. A mistura foi incubada com as lipases de diferentes fontes sob
carregamento de 10% de enzima em relacdo & massa do meio reacional (%m/m). Os
experimentos foram realizados a 50°C, sob agitacdo magnética, por um periodo maximo de
48h. Foram retiradas amostras para quantificar os ésteres etilicos formados por cromatografia
gasosa. A viscosidade cinemética do biodiesel obtido também foi determinada. Os maiores
rendimentos foram obtidos para os 6leos de babacu e pinhdo manso, com as enzimas
Novozym 435 (94,90 e 98,85%) e Lipase PS (96,92 e 100%). Apesar de apenas o biodiesel
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produzido a partir do 6leo de babagu ter alcancado em 48h viscosidade na faixa de 3,0 a
6,0cSt, como determina a Agéncia Nacional de Petrdleo para uso de biocombustiveis no pais,

0 processo enzimético foi capaz de produzir biodiesel com boa qualidade.
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ABSTRACT

In this work we synthesized ethyl esters of babassu oil, Jatropha, palm, andiroba and tallow
by enzymatic transesterification. Initially the physicochemical properties of the raw materials
were determined, such as, as acidity, peroxide and iodine indices and fatty acid composition.
Three different lipases were used for doing the transesterification reactions: lipase from
Candida antartica (Novozym 435) immobilized on macroporous acrylic resin, lipase from
Thermomyces lanuginosus (Lipozyme TL IM) immobilized on porous silica and granulated
lipase from Burkholderia cepacia (Lipase PS) immobilized in diatomite. The reactions were
conducted in a closed reactor containing 20 g of substrate, which consisted of oil or animal fat
and anhydrous ethanol, without the presence of solvents in an oil-ethanol molar ratio of 1:9
for vegetable oils and 1:6 for tallow. The mixture was incubated with lipases from different
sources under a loading of 10% w/w of enzyme and reaction mass of the medium. The
experiments were performed at 50°C under magnetic stirring, for a maximum period of 48
hours. Samples were collected to quantify ethyl esters formed by gas chromatography. The
kinematic viscosity of biodiesel produced was also measured. The highest yields were
obtained by babassu oil and Jatropha, with enzymes Novozym 435 (94,90 and 98,85%) and
Lipase PS (96,92 and 100%). Although only biodiesel made from babassu oil had reached in
48h viscosity in the range 3,0 to 6,0 cSt, as determined by the National Petroleum Agency for



the use of biofuels in the country, the enzymatic process was able to produce biodiesel with

good quality.
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1. INTRODUCAO

A preocupacgdo com a politica energética, que ha alguns anos restringia-se, em
termos gerais, as variagdes de preco do barril do petréleo, hoje se impde como assunto
estratégico na agenda de prioridades dos governos. A mudanca de perspectiva dos paises
sobre 0s investimentos em energia reflete, em grande medida, a relevancia que o tema veio
a adquirir. A emergéncia de fendmenos contemporaneos relacionados a atividade
energética e & observancia de suas consequéncias no desenvolvimento econbémico e na
estabilidade politica dos paises, transformaram o tema em assunto de seguranca nacional
para os Estados.

Como principais exemplos desses acontecimentos, pode-se mencionar: o potencial
esgotamento das reservas de petrdleo fossil em contraponto ao seu consumo continuo pelas
nacdes; o aumento do preco do petrdleo em descompasso com a baixa inflacdo do
mercado; a garantia incerta de fornecimento de petrdleo devido & instabilidade politica nas
principais regides produtoras no mundo; a ado¢édo de medidas para redugdo da poluigdo
advindas do consumo dos combustiveis, com vistas & preservagdo do meio ambiente; a
existéncia do Tratado de Kyoto que traca a politica dos paises sobre o meio ambiente,
estabelecendo metas de controle das emissdes de CO, a partir de 2008; a elevacdo de
precos dos alimentos e conseguinte diminuicdo de seu consumo como consequéncia da
exploracdo de novas reservas de petroleo, entre outras (BRANCO, 2009).

Por essas razdes, torna-se imprescindivel uma mudanca radical na matriz energética
mundial, com forte aumento da participacdo das fontes renovaveis. Nesse cenario, 0s
biocombustiveis surgem como uma alternativa altamente viavel.

O Brasil tem, portanto, uma oportunidade impar de se firmar como um dos lideres
mundiais no setor de energia. Impulsionado por seu gigantesco potencial hidrico, uma
enorme biodiversidade de matérias-primas e contando com um forte programa de
combustiveis alternativos capitaneado pelo etanol, o pais sai na frente dos demais (VICHI
e MANSOR, 2009).

Os dois principais biocombustiveis liquidos usados no Brasil sdo o etanol (alcool)
extraido de cana-de-aglcar e, em escala crescente, o biodiesel, que é produzido a partir de
6leos vegetais ou de gorduras animais e adicionado ao diesel de petroleo em propor¢des
varigveis. Cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil j& séo
renovaveis. No resto do mundo, 86% da energia vém de fontes energéticas ndo-renovaveis.

Pioneiro mundial no uso de biocombustiveis, o Brasil alcangou uma posigdo almejada por



muitos paises que buscam fontes renovaveis de energia, como alternativas estratégicas ao
petroleo (ANP, 2010).

A producéo de biodiesel é considerada area prioritaria para o desenvolvimento no
pais desde 2002 quando foi anunciado pelo Governo Federal o Programa Brasileiro de
Desenvolvimento Tecnol6gico do Biodiesel (PROBIODIESEL), tendo como objetivo
estabelecer um arcabouco regulatério para o desenvolvimento e a producéo nacional de
biodiesel (KNOTHE et al., 2006). O Brasil estd entre os maiores produtores e
consumidores de biodiesel do mundo, com uma producdo anual, em 2009, de 1,6 bilhdes
de litros e uma capacidade instalada, em janeiro de 2010, para cerca de 4,7 bilhGes de litros
(ANP, 2010).

Desde 1° de janeiro de 2010, o 6leo diesel comercializado em todo o Brasil contém
5% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Resolugdo 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 de 4% para 5% o0 percentual obrigatdrio de
mistura de biodiesel ao Oleo diesel. A continua elevacdo do percentual de adigdo de
biodiesel ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de Producéo e Uso do
Biodiesel e da experiéncia acumulada pelo Brasil na produgéo e no uso em larga escala de
biocombustiveis (ANP, 2010).

Atualmente a producdo de biodiesel ainda depende das produtoras de dleo vegetal,
sendo a producdo por matéria prima correspondente a 81% a soja, 8% ao caroco de
algod&o, 5% ao sebo, 4% ao 6leo de palma, 2% a mamona e 1% ao girassol (ABDALLA et
al, 2008). Levando-se em conta a grande diversidade de matérias-primas que o Brasil
possui, é necessario analisar adequadamente os diversos pardmetros envolvidos, como
custos de producgdo, taxas de emissdes ao longo do ciclo de vida do produto e nivel de
empregos gerados. Por exemplo, de acordo com levantamento feito pelo NAE (Nucleo de
Assuntos Estratégicos da Presidéncia da Republica), o balango energético do biodiesel de
soja, sem levar em consideragdo o0s subprodutos, resulta em uma relagdo
produgéo/consumo de 1,43, ou seja, para cada unidade de energia investida na producéo de
soja para combustivel, é produzida 1,43 unidade de energia renovével. Para o dendé, o
balanco energeético chega a 5,6, e para a macauba, 4,2 (RIBEIRO, 2010).

A metodologia comercial de obtengdo de biodiesel utiliza freqiientemente
catalisadores homogéneos (alcalinos ou &cidos) para a transesterificacdo do 6leo ou
gordura. Mas a rota enzimdtica j& vem sendo investigada no pais por diversos

pesquisadores. Ela tem como principal vantagem a obtencdo de biodiesel com maior



pureza, uma vez que O processo permite uma separacdo mais facil de seu co-produto
(QUINTELLA et al., 2009).

Neste contexto, objetivou-se no presente trabalho a sintese enzimética de biodiesel
com o uso de diferentes materiais lipidicos: 6leo de babacu, 6leo de pinhdo manso, 6leo de
palma, 6leo de andiroba e sebo bovino. Todos buscando ndo comprometer a cadeia
alimentar e apresentando alta produtividade. Este trabalho foi desenvolvido com a meta de
analisar a influéncia do tipo de Odleo/gordura, e o tipo de lipase utilizados sobre o
rendimento de ésteres etilicos para um periodo méximo de reacdo estipulado.

Os resultados deste estudo e outros complementares permitirdo aprimorar a sintese
enzimética de biodiesel, a fim de atingir maior rendimento de processo, menor consumo de
energia, reducdo de residuos, permitindo desta forma a obtengdo de resultados satisfatorios
que possam competir com a via quimica nas biotransformacdes de compostos de interesse

do setor oleoquimico e energeético.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Nesta sessdo serdo revisados alguns aspectos importantes que auxiliardo a analise

do trabalho realizado.

2.1. OLEOS E GORDURAS

As primeiras pesquisas sobre a constituicdo de dleos e gorduras foram realizadas
pelo quimico e fisico francés, Michel-Eugene Chevreul, no inicio do século XIX. O
cientista mostrou que a hidrdlise de 6leos e gorduras dava origem a acidos graxos e
glicerol (Figura 2.1) (GUNSTONE, 1967).
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Figura 2.1. Hidrdlise de um triacilgliceridio.
Fonte: GUNSTONE, 1967.

A partir destas observagdes, as gorduras e 0s 6leos passaram a ser denominados de
ésteres de glicerol (glicerideos, acilglicerideos ou triglicerideos). Portanto, o triglicerideo €
um éster formado a partir de acidos carboxilicos de cadeia longa (&cidos graxos) e glicerol
(STREITWIESER et al., 1992).

Os acidos graxos, constituintes dos triglicerideos, mais comuns apresentam 12, 14,
16 ou 18 &tomos de carbono, embora &cidos com menor ou maior nimero de atomos de
carbono possam ser encontrados em Véarios 6leos e gorduras. Devido a enorme variedade
de &cidos graxos fica evidente que os 6leos e gorduras sdo compostos de muitos tipos de
triglicerideos com diferentes graus de insaturacéo.

O ponto de fuséo dos triglicerideos depende da quantidade de insaturacbes em seus
acidos graxos. Os triglicerideos liquidos & temperatura ambiente sdo denominados 6leos,

sendo o seu conteldo de &cidos graxos insaturados elevado; os sdlidos ou pastosos a



temperatura ambiente sdo referidos como gorduras e nessas hd predominancia de acidos
graxos saturados. Além dos triglicerideos, os &leos vegetais apresentam em sua
composicdo quantidades apreciaveis de &cidos graxos livres, fosfolipideos, esterdis e

tocoferois.

2.2 USO DE OLEOS E GORDURAS COMO COMBUSTIVEL

Dentre as fontes de biomassa prontamente disponiveis, 0s 6leos vegetais merecem
grande enfoque, apesar de seu uso como combustiveis ndo ser uma novidade. Inventor do
motor Diesel, o alemdo Rudolf Diesel apresentou um motor abastecido com 6leo de
amendoim em uma exposi¢do em Paris em 1900 (SHAY, 1993).

No entanto, apesar de energeticamente favoravel, o uso direto de Gleos vegetais
como combustiveis para motores € problematico. Devido a sua alta viscosidade
(aproximadamente 11 a 17 vezes maior que a do Oleo diesel) e baixa volatilidade, eles
apresentam algumas desvantagens: combustdo incompleta, formagdo de depdsitos de
carbono nos sistemas de injecdo, diminuigdo da eficiéncia de lubrificagéo, obstrucdo nos
filtros de Oleo e sistemas de injecdo, comprometimento da durabilidade do motor
(TASHTOUSH et al., 2003) e formagdo de acroleina (uma substancia altamente tdxica e
cancerigena) pela decomposicdo térmica do glicerol. Muitas abordagens diferentes tém
sido consideradas para reduzir a viscosidade de 6leos vegetais, as quais sdo descritas a

seguir.

2.2.1. Microemulsdo

As microemulsdes sdo formadas por trés tipos de componentes: dleo, alcool e um
composto anfifilico. Os compostos anfifilicos sdo selecionados principalmente por sua
capacidade de emulsificar as misturas de 6leo/alcool, mas sua estrutura também contribui
nas propriedades finais do combustivel formulado. A formulacdo de um combustivel
hibrido, tal como as microemulsdes, sdo geralmente mais baratas de se preparar do que 0
biodiesel, uma vez que se usa a simples tecnologia de misturar 0os componentes em
temperatura ambiente. Todavia, apesar das microemulsdes apresentarem boas
caracteristicas, no que diz respeito aos padrdes de atomizacéo, verificou-se que, em longo
prazo, provocam a deposigdo de carbono no motor, a combustdo incompleta e 0 aumento
da viscosidade dos 6leos lubrificantes (KNOTHE et al., 2006).



2.2.2. Pir6lise

O cragueamento térmico, ou pirolise, é a conversdo de uma substancia em outra por
meio do uso de calor, isto é, pelo aguecimento da mesma, na auséncia de ar ou oxigénio,
em temperaturas superiores a 450°C, sendo que esse processo pode, ou ndo, ser catalisado.
A decomposicdo térmica de triglicerideos produz compostos tais como alcanos, alcenos,
alcadienos, compostos aromaticos e &cidos carboxilicos (MA e HANNA, 1999). Os
produtos gerados por esse processo sao similares aos derivados de petroleo, tanto diesel
quanto gasolina, porém, apresentam algumas desvantagens, tais como:

(i) muitas vezes gera-se um combustivel mais equivalente a gasolina que ao

diesel,

(ii) o elevado custo dos equipamentos utilizados nesse processo e

(iii) rendimentos modestos.

2.2.3. Transesterificacédo

Dentre todas essas alternativas, a transesterificagdo pode ser considerada como a
melhor escolha, pois esse processo € relativamente simples e as caracteristicas fisico-
quimicas dos ésteres de acidos graxos (biodiesel) sdo muito semelhantes as do 6leo diesel.
A transesterificacdo é largamente empregada para a redugdo da viscosidade dos
triglicerideos, melhorando as propriedades fisicas dos combustiveis para 0 motor a diesel
(SCHUCHARDT et al., 1998). Na transesterificacdo (Figura 2.2) um triglicerideo reage
com um &lcool (metanol ou etanol) na presenca de um catalisador que pode ser acido
basico, metélico ou bioldgico, produzindo uma mistura de ésteres alquilicos de &cidos
graxos e glicerol, sendo que a mistura de ésteres é o que se denomina biodiesel (LIMA et
al., 2007).

O processo global de sintese de biodiesel é uma sequéncia de trés reagdes
consecutivas e reversiveis nas quais diglicerideos e monoglicerideos sdo formados como
intermediarios. A estequiometria da reacdo requer um mol de triglicerideo para trés de
alcool. No entanto, excesso de alcool é utilizado para aumentar a conversao em ésteres
monoalquilicos. A reacdo de transesterificacdo pode ser catalisada tanto por catalisadores
homogéneos quanto heterogéneos — os quais podem ser acidos ou basicos (MA e HANNA,
1999).
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Figura 2.2. Tansesterificacdo de triacilgliceridios (trigliceridios).
Fonte: FROEHNER et al., 2007.

Industrialmente o processo mais empregado para a obtencdo de biodiesel é a
transesterificacdo quimica de Oleos vegetais (triglicerideos) ou gordura animal com
metanol ou etanol, na presenca de catalisador alcalino (PINTO et al., 2005; MARCHETTI
et al., 2007). Entretanto, o uso de catalisadores alcalinos apresenta alguns inconvenientes,
como a dificuldade na recuperagdo do glicerol, impossibilidade de retirada do catalisador
do meio reacional, a necessidade de tratamento dos efluentes, a existéncia de reagdes
competitivas entre os &cidos graxos livres e a 4gua da reacdo (MARCHETTI et al., 2007).

Para superar essas limitagOes, algumas alternativas tém sido propostas, entre as
quais a rota enzimatica pode ser considerada como uma das mais promissoras, em fungéo
das vantagens apresentadas em termos de condi¢8es reacionais mais brandas, facilidade de
recuperacdo do glicerol e facilidade de purificacéo dos ésteres obtidos (PINTO et al., 2005;
KNOTHE et al., 2006).

2.3. BIODIESEL

De um modo geral, o biodiesel foi definido pela “National Biodiesel Board” dos
Estados Unidos como o derivado monoalquil éster de acidos graxos de cadeia longa,
proveniente de fontes renovaveis como 06leos vegetais ou gordura animal, cuja utilizacéo
estd associada & substituicdo de combustiveis fosseis em motores de ignicdo por
compressdo (motores do ciclo Diesel) (COSTA NETO, 2000).

O biodiesel reduz significativamente a emissdo de gases, como particulas de

carbono e mondxido de carbono (FELIZARDO, 2003); possibilita a redugdo de



importacOes de petroleo e diesel refinado, além de gerar trabalho, principalmente no setor
primério, pelo cultivo de oleaginosas (QUINTELLA et al., 2009).

Além de ser totalmente compativel com o diesel de petr6leo em praticamente todas
as suas propriedades, o biodiesel ainda apresenta varias vantagens adicionais em
comparacgdo com esse combustivel fossil. A Tabela 2.1 apresenta algumas caracteristicas
complementares usualmente atribuidas ao biodiesel, em comparacdo com o diesel
convencional (COSTA NETO, 2000).

O biodiesel pode ser utilizado puro, na forma de mistura, como complemento ao
diesel extraido de petrdleo, ou em baixas propor¢des como aditivo. As misturas binarias de
biodiesel e 6leo diesel de petréleo sdo designadas pela abreviacdo BX, onde X é a
porcentagem de biodiesel na mistura. Por exemplo, B2 é uma mistura binaria cuja
porcentagem de biodiesel é igual a 2 %, B5 possui 5 % de biodiesel (PARENTE, 2003).

Umas das grandes vantagens do biodiesel é sua adaptabilidade aos motores do ciclo
diesel. Enquanto o uso de outros combustiveis limpos, como o gas natural ou biogas,
requer adaptacdo dos motores, a combustdo de biodiesel pode dispensa-la, configurando
em uma alternativa técnica capaz de atender a frota movida a diesel (RAMOS et al., 2003;
PINTO et al., 2005).

Contudo, estudo da Unido Européia mostra aumento das emissdes de NOx
associado ao biodiesel em relagcdo as do diesel de petroleo e esse aumento tem sido
confirmado por muitos estudos, entretanto, ndo é impedimento para a disseminagdo do
biodiesel devido as grandes vantagens em relagdo aos outros poluentes, mas deve ser
considerado porque é um dos principais precursores do 0zdnio troposférico, atualmente o
mais grave problema de qualidade do ar na maior cidade brasileira. E um incremento
pequeno se comparado com as reducOes de grande magnitude dos outros poluentes.
Ademais, hd estudos em andamento visando reduzir a formagdo do NOx mediante o
emprego de catalisadores adequados, a identificagéo da fonte ou propriedade que pode ser
modificada para minimizar as emissdes e a mudanca do tempo de igni¢cdo do combustivel,
com a finalidade de alterar as condi¢Ges de pressdo e temperatura de modo a proporcionar
menor formagdo de Oxido de nitrogénio  (http://www.biodieselbr.com/efeito-

estufa/gases/emissoes.htm).



Tabela 2.1. Propriedades complementares atribuidas ao biodiesel em comparagdo ao 6leo

diesel comercial.

Caracteristicas

Propriedades Complementares

Caracteristicas quimicas

Apropriadas

Livre de enxofre e compostos aromaticos, alto
namero de cetanos, ponto de combustao apropriado,

excelente lubricidade, ndo toxico e biodegradavel.

Menos poluente

Reduz sensivelmente as emissdes de
(a) particulas de carbono (fumaga),
(b) mondxido de carbono,
(c) oxidos sulfaricos, e

(d) hidrocarbonetos policiclicos arométicos.

Economicamente competitivo

Complementa todas as novas tecnologias do diesel com
desempenho similar e sem a exigéncia de instalagéo de

uma infra-estrutura ou politica de treinamento.

Reduz o aquecimento global

E constituido por carbono neutro, ou seja, 0 combustivel
tem origem renovavel ao invés da fossil. Desta forma, sua
obtencdo e queima ndo contribuem para o aumento das
emissOes de CO, na atmosfera, zerando assim o balanco de
massa entre emissdo de gases dos veiculos e absor¢do dos

mesmos pelas plantas.

Economicamente atraente

Permite a valorizagéo de subprodutos de atividades
agroindustriais, aumento na arrecadagéo regional de
ICMS, aumento da fixacdo do homem no campo, e de

investimentos complementares em atividades rurais.

Regionalizagdo

Pequenas e médias plantas para a producéo de biodiesel,
podem ser implantadas em diferentes regies do pais,

aproveitando a matéria-prima disponivel em cada local.

Fonte: (COSTA NETO, 2000).

2.3.1. Normas e propriedades do biodiesel

Para que a qualidade do biodiesel produzido esteja dentro de uma faixa normal de

qualidade, foram estabelecidas especificacdes nacionais e internacionais que estabelecem

os limites que determinadas caracteristicas fisico-quimicas a que os (bio) combustiveis

devem atender.
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Cada norma, especifica, portanto, traz consigo uma metodologia padrdo adequada,
com todos os detalhes sobre equipamentos e calibraces a serem utilizados na
determinagdo em questdo. A maioria das normas para o biodiesel foi adaptada das normas
para combustiveis derivados do petrdleo, o que pode ser observado pelas normas da ASTM
- American Society for Testing and Materials.

As especificacbes de qualidade para os biocombustiveis devem atender as
necessidades do pais consumidor e, portanto, cada pais produtor, tem autonomia para
decidir sobre os limites de suas especificacbes. Os fatores especificos vao desde o tipo de
matéria-prima empregada na producéo, condigdes climaticas em que o combustivel é
armazenado, até o tipo de motor e sistema de injecdo que podem influenciar na eficiéncia
energética do biocombustivel.

A Austria foi o primeiro pais a definir e aprovar os padrdes de qualidade para
biodiesel, aplicados a ésteres metilicos de colza. Subsequentemente, padrdes de qualidade
foram sendo estabelecidos em outros paises. Atualmente o padréo de qualidade americano,
elaborado pela ASTM (American Society of Testing and Materials), através da norma
ASTM D6751, e o estabelecido na Unido Européia através da norma EN 14214 do Comité
Europeu de Normalizacdo (Comité Européen de Normalisation - CEN) figuram como os
mais conhecidos e sdo geralmente usados como referéncia ou base para outros padrdes
(LOBO et al., 2009).

No Brasil, as normas americanas e européias sdo utilizadas como padrfes. As
especificacbes do B100, a ser misturado com o diesel mineral, sdo estabelecidas pela
Agéncia Nacional do Petrdleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), através da
Resolugdo n° 07 de 2008 (RANP 07/08) que substituiu a Resolugdo n° 42 de 2004,
tornando os critérios de avaliacdo da qualidade do biodiesel brasileiro mais restritivos. Os
padrdes de qualidades presentes nesta resolucdo foram constituidos com base nas normas
ASTM D6751 e EN 14214 (Tabela 2.2) (LOBO et al., 2009).
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Tabela 2.2. Algumas das especificacBes brasileiras para o biodiesel e numero das

I’ESPECtiVQS normas.

Unidade Limite Método
Caracteristica ABNT NBR | ASTMD | EN/ISO
Aspecto - Ln® - - -
Massa especifica a kg/m? 850-900 7148 1298 EN ISO
20°C 14065 4052 3675
EN ISO
12185
Viscosidade Mm?2/s 3,0-6,0 10441 445 EN ISO
cinematica a 40°C 3104
Teor de 4gua, méx. @ | mgl/kg 500 - 6304 EN ISO
12937
Ponto de fulgor, oC 100,0 14598 93 EN ISO
min.® 3679
Residuo de carbono® | % massa 0,050 15586 4530 -
NGmero de cetano ©® - Anotar - 613 EN ISO
6890 © 5165
Ponto de névoa, max. | °C 19 14747 6371 EN 116
Indice de acidez, mg KOH/g 0,50 14448 664 -
Max. - - EN
14104
Glicerol livre, max. % massa 0,02 15341 15771 | 6584 -
- - EN
R 14105
EN
14106
Glicerol total, max. % massa 0,25 15344 6584 -
- - EN
14105
Mono, di, % massa Anotar 15342 6584 -
triacilglicerol ® 15344 )
EN
14105
Metanol ou etanol, % massa 0,20 15343 - EN
Max. 14110
indice de iodo © 9/100g Anotar - - EN14111

Fonte: Modificado ANP, 2010.

@ Limpido e isento de impurezas com anotacéo da temperatura de ensaio.

@ O limite indicado deve ser atendido na certificacdo do biodiesel pelo produtor ou importador.
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® Quando a analise de ponto de fulgor resultar em valor superior a 130°C, fica dispensada a anélise de teor
de metanol ou etanol.

® O residuo deve ser avaliado em 100% da amostra.

® Estas caracteristicas devem ser analisadas em conjunto com as demais constantes da tabela de
especificacdo a cada trimestre civil. Os resultados devem ser enviados pelo produtor de biodiesel a ANP,
tomando uma amostra do biodiesel comercializado no trimestre e, em caso de neste periodo haver mudanca
de tipo de matéria-prima, o produtor devera analisar nimero de amostras correspondente ao nimero de tipos
de matérias-primas utilizadas.

© Podera ser utilizado como método alternativo o0 método ASTM D6890 para n(imero de cetano.

™ O limite maximo de 19°C é valido para as regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Bahia, devendo ser anotado
para as demais regides. O biodiesel podera ser entregue com temperaturas superiores ao limite
supramencionado, caso haja acordo entre as partes envolvidas. Os métodos de analise indicados ndo podem

ser empregados para biodiesel oriundo apenas de mamona.

Alguns parametros importantes de andlise para biocombustiveis, bem como a

importancia de sua determinagédo, consideradas as normas vigentes serdo descritas a seguir.

2.3.1.1. Viscosidade

A viscosidade é a medida da resisténcia oferecida pelo diesel ao escoamento. Seu
controle visa permitir uma boa atomizacdo do 6leo e preservar sua caracteristica
lubrificante. A viscosidade do biodiesel aumenta com o comprimento da cadeia carbdnica
e com o grau de saturacdo e tem influéncia no processo de queima na camara de combustéo
do motor. Alta viscosidade ocasiona heterogeneidade na combustdo do biodiesel, devido a
diminuicédo da eficiéncia de atomizagdo na camara de combustdo, ocasionando a deposi¢ao
de residuos nas partes internas do motor (LOBO et al., 2009).

Menores valores de viscosidade reduzem a emissdo de fumacga e de materiais
particulados e um melhor desempenho no consumo de combustivel. A viscosidade
cinemética do biodiesel aumenta com o aumento da cadeia carbénica e é inversamente
proporcional ao nimero de insaturagBes nela presentes. Para um mesmo composto
insaturado a viscosidade apresenta uma maior dependéncia da configuragdo da dupla
ligacdo (cis ou trans) do que da posi¢éo das mesmas (KNOTHE, 2005).

Apesar de ser favoravel do ponto de vista energético o uso de 6leos in natura, como
alternativa para combustiveis, foi relativamente abandonado principalmente devido ao
problema da alta viscosidade dos Oleos. Estudos efetuados em diversos 6leos vegetais

N

mostraram que a sua combustdo direta conduz a carbonizagdo na cabega do injetor,
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resisténcia a injecdo nos segmentos dos émbolos, dilui¢do do 6leo do cérter, contaminagéo
do 6leo lubrificante, entre outros problemas. As causas desses problemas foram atribuidas
a polimerizacdo dos triacilglicerois por meio de suas duplas ligagdes que conduzem a
formacéo de depdsitos, assim como & baixa volatilidade e & elevada viscosidade dos 6leos
vegetais que geram problemas na atomizacdo do combustivel (KNOTHE et al., 2006).

O processo de transesterificacdo deve reduzir a viscosidade inicial do 6leo ou
gordura para valores similares as do diesel (KNOTHE et al., 2006; RAMOS et al., 2003).

Assim a determinagdo da viscosidade é essencial a especificacdo do produto.

2.3.1.2. NUmero de cetano

O numero de cetano (NC) € o primeiro indicativo da qualidade de um combustivel
para motores do ciclo diesel. A qualidade de ignicdo de um combustivel para méquina
diesel pode ser medida pelo niamero de cetano (NC) ou calculado pelo indice de cetano
(IC). (PARENTE, 2003). O tempo decorrido entre o inicio da injecdo e o inicio da
combustdo é chamado de atraso de ignicdo. Este atraso é consequéncia do tempo requerido
para que ocorra a pulverizagdo, aquecimento e evaporacdo do combustivel, e a sua mistura
com o ar seguido das reagBes quimicas precursoras da combustdo e finalmente da auto-
ignicdo da mistura. Quanto menor for o atraso melhor serd a qualidade de igni¢do do
combustivel (GERPEN et al, 2004).

O nGmero de cetano é obtido por meio de um ensaio padronizado do combustivel
em um motor mono-cilindrico, onde se compara o seu atraso de ignicdo em relacdo a um
combustivel padrdo com nimero de cetano conhecido. O combustivel padrdo é uma
mistura equivalente de n-hexadecano ou cetano (NC = 100) e alfametilnaftaleno (NC = 0).
Portanto, um combustivel com NC = 45 tem a mesma qualidade de igni¢do que uma
mistura dos padrdes acima contendo 45% de cetano. O heptametilnonano (HMN), com NC
= 15, foi adotado como o limite inferior da escala, em substituicdo ao alfa-metilnaftaleno
do procedimento original, por ser um composto mais estavel (GERPEN et al., 2004). O
nimero de cetano é determinado a uma velocidade constante em camara de pré-combustdo
do tipo utilizada em motores de ignigdo por compressao.

Valores fora de uma faixa adequada para combustivel diesel ocasionam problemas
no bom funcionamento do motor. Combustiveis com alto nimero de cetano, a combustdo
pode ocorrer antes do combustivel e do ar estarem apropriadamente misturados, resultando

na emissdo de fumaca e uma combustdo incompleta. Valores de nimero de cetano muito
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baixos podem ocasionar trepidagdes no motor, falhas no funcionamento, aumento
excessivo na temperatura do ar, aquecimento lento do motor na partida fria (12 partida do
dia). Portanto, existe uma faixa para 0 niamero de cetano que os fabricantes de motores
diesel recomendam que seja entre 40 e 50. A escala de cetano esclarece a causa dos
triacilglicerois encontrados nos 6leos e gorduras serem adequados para uma alternativa de
combustivel diesel. A cadeia longa, linear e ndo ramificada dos acidos graxos, similar as
existentes em n-alcanos dos combustiveis dieseis tradicionais de boa qualidade, remetem a
um alto nimero de cetano.

Estudos feitos nessa &rea investigaram a relacdo que as matérias-primas e os alcoois
reagentes tém sobre as diversas propriedades do biodiesel. Geralmente, nimero de cetano,
calor de combustéo, ponto de fuséo e viscosidade aumentam claramente com o0 aumento da

cadeia dos 4cidos graxos e decrescem quando aumentam a insaturacdo (KNOTHE, 2005).

2.3.1.3. Ponto de névoa

O ponto de névoa é a temperatura inicial de cristalizacdo dos componentes
saturados do combustivel (KNOTHE, 2005). Valores do ponto de névoa superiores a
temperatura ambiente conduzem a maiores dificuldades de partida do motor e a perdas de
poténcia do equipamento devido a obstrucdo das tubulacdes e filtros do sistema de
combustivel. A estabilidade ao frio representa um inconveniente para a aceitacdo do
biodiesel como combustivel alternativo, principalmente em paises de clima temperado.

A melhora nessas propriedades implica em diminuir a temperatura inicial de
cristalizagdo dos componentes saturados e de solidificacdo do combustivel. Isto pode ser
alcancado pela mistura de biodiesel ao 6leo diesel mineral, adi¢éo de aditivos redutores de
cristalizagdo e misturas de ésteres graxos de alcoois ramificados com os ésteres metilicos
ou etilicos (GERPEN et al., 2004, KNOTHE, 2005).

2.3.1.4. Ponto de fulgor

O ponto de fulgor é a temperatura minima onde é observada a liberacdo de vapores
de um liquido, em quantidade suficiente para forma uma mistura inflamavel com o ar. Para
0 biodiesel, os valores de ponto de fulgor séo, consideravelmente, mais elevados que 0s
valores encontrados para o diesel mineral. Para o biodiesel puro o valor do ponto de fulgor

encontra-se proximo aos 170 °C, porém, minimas quantidades de &lcool adicionadas ao



15

biodiesel ocasionam um decréscimo bastante significativo neste valor. Este comportamento
torna o ponto de fulgor um pardmetro muito importante quanto & seguranga no
armazenamento e no transporte, principalmente quando a transesterificacdo foi realizada
com metanol que, além de altamente inflamavel, apresenta elevada toxidez (LOBO et al.,
2009).

2.3.1.5. Agua e sedimentos

A presenca de agua e de sedimentos em niveis superiores aqueles prefixados é
altamente prejudicial ao biodiesel, pois acelera sua deterioragéo e prejudica sua combustéo,
além de acelerar a saturagdo dos filtros e provocar danos ao sistema de combustivel
(GERPEN et al., 2004). A 4gua também ocasiona o crescimento de microorganismos na

interface do sistema dgua/combustivel.

2.3.1.6. indice de iodo

O numero de iodo é uma medida do grau de saturacdo, ou do nimero de duplas
ligacbes carbono-carbono que se encontram presentes nas cadeias dos &cidos graxos que
compdem o biodiesel (KNOTHE et al., 2006). O nimero de insaturacdes ndo tem apenas
efeito nos valores de densidade e de viscosidade dos biodieseis, mas também € de grande

importancia na estabilidade oxidativa dos biodieseis (LOBO et al., 2009).

2.3.1.7. Glicerina livre ou glicerina total

O teor de glicerina livre refere-se ao glicerol presente no combustivel devido a
separacdo incompleta das fases ap6s o término da transesterificagdo (FREEDMAN et al.,
1986). Embora o glicerol seja insoltvel no biodiesel, esse subproduto pode permanecer
suspenso no biodiesel ou ligeiramente solubilizado no combustivel. Uma alta quantidade
de glicerina pode levar a problemas no injetor e pode contribuir para a formagdo de

depdsitos no sistema de injecdo, pistdes e valvulas.
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2.3.1.8. Residuos de carbono

A porcentagem de residuo de carbono correlaciona-se com a quantidade de
depobsitos que podem ser deixados pelo combustivel na cdmara de combustdo. Valores
altos de residuo de carbono podem levar a formacdo de uma quantidade excessiva de
residuo na cAmara de combustéo e causar contaminagéo de 6leo lubrificante por fuligem
(GERPEN et al., 2004). A causa mais comum de carbono residual excessivo no biodiesel é
um nivel elevado de glicerina total, uma vez que esses contaminantes apresentam
combustdo incompleta e consequentemente geram depdsito de carbono no motor (MEHER
et al., 2006). Os &cidos graxos livres, sabdes e polimeros também resultardo em excesso de

carbono residual.

2.3.1.9. Teor de enxofre

O teste de teor de enxofre indica a contaminacéo do biodiesel por material protéico,
principalmente se a matéria-prima empregada para produzir o biodiesel for 6leo ou gordura
residual (GERPEN et al., 2004). Outras possiveis fontes de contaminagdo sdo 0s
catalisadores a base de enxofre empregados no processo e os reagentes utilizados nas
etapas de purificacdo do biodiesel (4cidos utilizados na neutralizagdo e lavagem do
produto). A presenca de enxofre no combustivel pode acarretar a formacdo de compostos
que liberados na queima séo responséveis por sérios danos ao meio ambiente a exemplo da

chuva &cida.

2.3.1.10 indice de Acidez

O monitoramento da acidez no biodiesel é de grande importancia durante a
estocagem, na qual a alteracdo dos valores neste periodo pode significar a presenca de agua
(LOBO et al., 2009).

2.3.2. Matérias-primas para a producéo de biodiesel

Com relagdo ao éalcool, somente alcoois simples, tais como, metanol, etanol,
propanol, butanol e pentanol tém sido usados na producgdo do biodiesel. Os ésteres mais

comumente empregados sdo os ésteres metilicos, principalmente porque o metanol
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geralmente é o alcool mais barato, embora existam exce¢des em alguns paises. No Brasil,
por exemplo, onde o etanol é mais barato, ésteres etilicos sdo utilizados como combustivel
(KNOTHE et al., 2006).

A razdo molar entre o dleo e o alcool é um dos principais fatores que influenciam
na extensdo da reacdo de transesterificacdo. Na literatura sdo reportadas varias razbes
molares e as mais citadas variam de 6:1 (6leo:alcool) até 43:1, no caso de condigdes
supercriticas (DABDOUB et al., 2009). Encinar et al., (2002) estudaram a etandlise de
6leo de Cynara variando as razbes molares de 6leo/etanol entre 1:3 a 1:15. Os melhores
resultados foram obtidos para as reacOes realizadas com razdes molares ente 1:9 e 1:12. J4
as reacdes empregando razdes molares inferiores a 1:6 foram incompletas e com baixos
rendimentos. Com razdo molar igual a 1:15 houve maiores problemas na etapa de
separagéo do glicerol.

Qualquer lipidio de origem animal ou vegetal pode ser considerado como adequado
para a producdo de biodiesel. Os fatores importantes e que deverdo nortear as pesquisas, 0s
avangos e, consequentemente, o sucesso do biodiesel no que diz respeito & escolha da
matéria-prima sdo: composi¢do quimica do 6leo extraido da fonte em questdo; elevado
rendimento energético por unidade de &rea; producdo abundante de Oleos a custos
reduzidos (DABDOUB et al., 2009).

Os trigliceridios de 0leos vegetais, com cadeias curtas ou longas de &cidos graxos,
tém grau de saturacio que é funcdo do tipo da semente que originou o 6leo. Oleos que
possuem maior numero de 4cidos graxos saturados, como por exemplo, 0 6leo de babacu
(rico em &cidos laurico), apresenta-se em estado sdlido & temperatura de 20-25°C; aqueles
cujo teor de poliinsaturados é mais elevado, por exemplo, soja, algod&o, amendoim (ricos
em &cidos linoléico/ oléico) apresentam-se em estado liquido & temperatura ambiente ou
abaixo desta (DA ROS, 2009).

Embora o biodiesel produzido a partir do 6leo de soja seja 0 mais usado no Brasil,
algumas desvantagens sdo pertinentes a esse 0leo; como a formacdo de depdsitos de
carbono por combustdo incompleta, devido a reducéo da eficiéncia de lubrificacdo do 6leo,
decorrente da polimerizagdo de &cidos graxos poliinsaturados, como exemplo, os éacidos
linoléico e linolénico, presentes em grande concentracdo nesse Oleo e tambeém pela
presenca de gomas e fosfolipidios que auxiliam no entupimento dos sistemas de injecéo
(DA ROS, 2009).

O Brasil possui condigdes edafocliméaticas favordveis & produgdo de uma gama

consideravel de espécies oleaginosas com potencial imediato para a produgéo de biodiesel
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e para a forte demanda prestes a se instalar. Algumas dessas espécies sdo de ocorréncia
nativa, como o babagu, a mamona e o buriti. Outras constituem culturas ditas de ciclo curto
(soja, girassol, milho, amendoim etc.) e outras, culturas perenes, como a palma ou o dendé
(COUTO et al, 2006). Estas duas Gltimas espécies sdo produzidas nacionalmente, e seus
6leos apresentam reduzida concentracdo de &cidos poliinsaturados, gomas e fosfolipidios, o
que torna atrativo suas aplicagdes em reacdes de sintese de biodiesel.

Dentre as gorduras animais com potencial para a producéo de biodiesel, destacam-
se 0 sebo bovino, os dleos de peixes, o 6leo de mocotd, a banha de porco, entre outros. Os
6leos e gorduras de animais possuem estruturas quimicas semelhantes as dos 6leos
vegetais, sendo moléculas trigliceridicas de &cidos graxos. As diferencas estdo nos tipos e
distribuicdes dos &cidos graxos combinados com o glicerol.

Também sdo surpreendentes o0s volumes ofertados de sebo de animais,
especialmente de bovinos, nos paises produtores de carnes e couros, como € 0 caso do
Brasil. Tais matérias-primas sdo ofertadas, em quantidades substantivas, pelos curtumes e
pelos abatedouros de animais de médio e grande porte. O sebo bovino é a matéria-prima
mais barata dentre as disponiveis atualmente para a produgdo de biodiesel no Brasil.
(COSTA NETO, 2002)

Recentemente, o sebo bovino tem-se revelado como uma promissora fonte de
matéria-prima para a producdo industrial de biodiesel devido & sua alta producéo e baixo
custo de comercializagdo. Essa matéria-prima tem potencial para contribuir com uma
parcela de 12% na producéo industrial de biodiesel.

A seguir sdo abordados alguns topicos das matérias-primas graxas empregadas no

desenvolvimento do trabalho.

2.3.2.1. Babagu

O coco de babagu conhecido como baguagu ou coco-de-macaco (Orrbignya
speciosa), pertence a familia botanica da Palma original no Brasil - Regido Amaz6nica e
Mata Atlantica na Bahia (Figura 2.3). Os frutos sdo ovais alongados, de coloragéo
castanha; a polpa é farindcea e oleosa, envolvendo de 3 a 6 sementes oleaginosas. Cresce
espontaneamente nas matas da regido amazonica, sem cultivo, multiplica-se por sementes.
Cada palmeira pode produzir até 2.000 frutos anualmente, preferindo clima quente
(ABOISSA OLEOS VEGETAIS, 2010).
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(b)

Figura 2.3. (a) Palmeira de babacu, (b)

frutos do babagcu, (c) améndoas do babagu.

Fonte: http://www.google.com.br/images

O principal produto extraido do babacu, e que possui valor mercantil e industrial,
sdo as améndoas contidas em seus frutos. Constituindo cerca de 60% do peso da améndoa,
0 Oleo delas extraido é matéria prima para a fabricacdo de sabdo, glicerina, sabonete,
xampu, cremes, amida, gorduras especiais e 6leo comestivel. A torta ou raldo como é
chamada a massa com até 8% de 6leo que resta do processo de prensagem para obtengdo
do 6leo, é utilizada na produco de racdo animal (ABOISSA OLEOS VEGETAIS, 2010).

Apesar dessa potencialidade, medida pela dimensdo de ocorréncia e valor
econdmico das varias aplicagdes ja testadas, a exploracdo do coco de babacu € ainda
realizada em grande parte do nordeste de forma muito artesanal (PARENTE, 2003), tendo

em vista que essas pequenas comunidades ndo tém acesso aos equipamentos existentes
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para a quebra automética do coco de babagu, com a separacdo de seus constituintes, bem
como as tecnologias de aplica¢des das matérias-primas resultantes.

No que tange & producdo de o6leo combustivel, o 6leo de babagu possui
caracteristicas excelentes para a produgdo de biodiesel, devido a sua composicdo ser
predominantemente laurica. Este fato facilita a reacdo de transesterificacdo, pois os ésteres
lduricos sdo compostos de cadeias curtas que interagem mais eficaz e efetivamente com o
agente transesterificante e com o catalisador, de modo a se obter um produto, biodiesel, de
excelentes caracteristicas fisico-quimicas, inclusive quando o catalisador é diferente do
hidroxido de sodio (NaOH), que é o mais utilizado. Por exemplo, quando se emprega
catalisador heterogéneo e 6leo de babagu para a sintese de biodiesel, se obtém maiores

rendimentos em relacdo ao de outros dleos (LIMA et al., 2007).

2.3.2.2. Palma

Desde a época dos farads egipcios, hd quase 5000 anos, a palma oleaginosa
constitui-se numa importante fonte alimenticia para o género humano. O éleo chegou ao
Egito vindo da Africa Ocidental, de onde se origina a Elaeis guineensis. No inicio do
século XX, a palma oleaginosa foi introduzida na Maldsia como uma planta ornamental e
somente plantada comercialmente pela primeira vez em 1917, o que originou a industria de
6leo de palma da Malésia, plantada em larga escala e surgiu como o 6leo mais produtivo
no mundo inteiro (http://www.biodieselbr.com/plantas/palma/palma.htm).

No Brasil, chamada de “palmeira do dendé”, foi introduzida pelos escravos no
século XVI. As areas produtoras no Brasil sdo encontradas no Para, Amazonas, Amapa e
Bahia, sendo o Para o maior produtor de 6leo de palma do Brasil e onde se concentra mais
de 80% da area plantada.

O fruto do dendé produz dois tipos de dleo: dleo de dendé ou 6leo de palma (palm
oil), encontrado na parte externa do fruto, o mesocarpo (a polpa do fruto); e 6leo de
palmiste (palm kernel oil), encontrado na semente (améndoas). Da extragdo do 6leo de
palmiste, obtém-se como subproduto, uma torta com 15% de proteina, amplamente
empregada na alimentacéo animal
(http://www.cpaa.embrapa.br/portfolio/sistemadeproducao/dende/projetodedendepalmaam
azonas.pdf).

A palmeira chega a 15m de altura. Seus frutos séo de cor alaranjada, e a semente

ocupa totalmente o fruto (Figura 2.4) Seu rendimento € muito grande, produz 10 vezes
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mais Oleo que a soja, quatro vezes mais que o amendoim e duas vezes mais que 0 COCO.

(http://pt.wikipedia.org/wiki/Dendezeiro).

(@) (b)
Figura 2.4. (a) Palmeira do dendg, (b) fruto do dendé.

Fonte: http://www.google.com.br/images

A Amazonia brasileira possui 0 maior potencial para o plantio de dendé no mundo,
com area estimada de 70 milhdes de hectares. Isto corresponde a producdo anual de 350
milhdes de metros clbicos de petréleo e a possibilidade de ocupagdo e desenvolvimento
socio econdmico para 7 milhGes de familias diretamente envolvidas com a cultura
(MIRANDA e MOURA, 2003).

O 6leo de palma tem sua maior utilizacdo na area alimenticia. Cerca de 80% da
producdo mundial é destinada a alguma aplicacdo alimenticia, os outros 20% restante sdo
para finalidades ndo alimenticias. Dentre as finalidades alimenticias pode-se citar: azeite de
dendé, margarinas, frituras, sorvetes, bolachas, entre outras. O dleo de palma é uma das
fontes mais ricas em tocotriendis, um tipo de vitamina E, e permite também a reducdo de
colesterol, entre outros beneficios (ABOISSA, 2010).

O o6leo de palma pertence ao grupo do &cido-linoléico, por apresentar uma grande
quantidade de &cidos graxos insaturados, oléico e linoléico (D’AGOSTINI, 2001). O

biodiesel obtido a partir do 6leo de palma apresenta grande qualidade, devido ao maior teor
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de acidos graxos de baixa massa molar e com alto nivel de saturacdo que esse apresenta
(MACEDO e MACEDO, 2004).

2.3.2.3. Andiroba

No estado do Amazonas, 0 nome andiroba é atribuido a duas espécies: Carapa
guianensis Aubl. com ocorréncia em toda a bacia Amazonica, preferencialmente em
ambiente de varzea e Carapa procera D.C. espécie mais restrita a algumas areas na
Amazonia, porém com ocorréncia também na Africa (FERRAZ et al., 2002). A andiroba é

de uso mdaltiplo: a madeira é empregada para a fabricacdo de moveis, construcao civil,

ldaminas e compensado; e as sementes para a extracdo de éleo.
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Figura 2.5. (a) Arvore de andiroba, (b)
flores da andiroba, (c) améndoas da

andiroba.

Fonte: http://www.google.com.br/images
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Arvore de grande porte, que chega a atingir 30 metros de altura. Copa de tamanho
medio e bastante ramosa. A inflorescéncia é uma panicula (espécie de cacho) (Figura 2.5).
As flores tém cor creme e o fruto é uma cdpsula que se abre quando cai no chdo, liberando
de quatro a seis sementes (http://pt.wikipedia.org/wiki/Andiroba).

O 6leo contido na améndoa da andiroba é amarelo-claro transparente e
extremamente amargo, solidifica em temperaturas inferiores a 25 °C com consisténcia
parecida com a vaselina, e rancifica rapidamente ap6s a extracdo das sementes pelo
processo artesanal, sendo considerado impréprio para a alimentacdo. Entretanto, € muito
usado na medicina indigena como anti-reumatico, antiinflamatorio e cicatrizante (SILVA,
2005).

Ao longo da histéria do Amazonas o 6leo de andiroba teve uma importante
participagdo na economia regional e continua sendo muito apreciado, principalmente, na
medicina popular. Em comparagdo com a exploragdo madeireira, a coleta das sementes
necessita pouco investimento e, além de ndo ser destrutiva, a producdo do éleo pode
assegurar um retorno econdmico anual para a populacéo local. O 6leo e seus subprodutos,
tais como sabonetes, xampus, cremes e velas repelentes sdo geralmente encontrados em
feiras livres. O 6leo também tem sido comercializado para outras regides do pais, além de
ser exportado, principalmente, para a industria de cosméticos da Franca, Alemanha e dos
Estados Unidos (MENDONCA e FERRAZ, 2007).

A andiroba comega a frutificar ap6s 10 anos de plantio, com cada fruto contendo de
4 a 6 sementes. Uma arvore de andiroba é capaz de produzir de 180 a 200kg/ano de
sementes, que contém, aproximadamente, 60% de 6leo em massa. A extracdo do dleo €
feita por dois métodos (MENDONCA e FERRAZ, 2007):

- Método tradicional: processo usado pelas comunidades indigenas e caboclas.
Consiste em cozinhar as sementes frescas em &gua por 2 a 3h, em seguida, colocé-las em
descanso na sombra por algumas semanas. Ao iniciar o processo de desprendimento do
6leo, as sementes sdo amassadas. A massa obtida da semente é entdo colocada sob o sol
numa calha inclinada para que o 6leo escorra gradativamente. O rendimento do processo é
estimado em 40g de 6leo/kg de semente.

- Método industrial: consiste em quebrar as sementes em pedagos cada vez menores
e colocé-los numa estufa a 60-70°C. Depois, 0 material € prensado a 90°C. O rendimento

industrial alcanga do dobro do artesanal, 80g de 6leo/kg de semente.
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O o6leo de andiroba tem se mostrado como uma grande promessa na producgdo de
biodiesel. Os ésteres etilicos desse 6leo sdo menos insaturados que o de outros 6leos, assim
possuem a vantagem de terem maior estabilidade oxidativa, diminuindo a tendéncia para a
formacéo de gomas que provocariam o entupimento em mangueiras, injetores, maquinarias
e pequenas tubulagdes. Silva (2005) demonstrou a viabilidade da produgdo de ésteres
etilicos das sementes desta espécie lenhosa por via quimica, e os resultados foram muito
similares aos alcangados com o 6leo de soja e de milho (até 98% de conversdo), que sdo
obtidos em escala comercial.

O autor ressaltou ainda que o 6leo de andiroba pode ser uma alternativa energética
para motores dieseis utilizados na geracdo de energia em regides distantes e de dificil
acesso, como por exemplo, na Regido AmazoOnica. Nesta regido, existem muitas
comunidades que se enquadram neste perfil de elevada escassez de energia elétrica,
dispondo de uma significativa disponibilidade de sementes de andiroba, além de deter
tradicionalmente o conhecimento para a extracdo do respectivo 6leo, o qual poderia

atender as suas necessidades imediatas para a geracdo de energia elétrica.

2.3.2.4. Pinhdao manso

O pinh&@o-manso (pifidn de leche) € uma planta originaria da América Latina, da
familia das Euforbiaceas de nome cientifico Jatropha curcas, a mesma da mamona e da
mandioca. Segundo Cortesdo (1956), os portugueses distinguem duas variedades, catértica
medicinal, a mais dispersa no mundo, com améndoas muito amargas e purgativas e a
variedade arvore de coral, medicinal-de-espanha, arvores de nozes purgativas, com folhas
ericadas de pélos glandulares que segregam latex, limpido, amargo, viscoso e muito
céustico.

E um arbusto ou éarvore com até 4 m de altura, flores pequenas amarelo-
esverdeadas, cujo fruto é uma capsula com sementes escuras, lisas, dentro das quais se
encontra uma améndoa branca rica em 6leo (Figura 2.6). A semente pode ter 33,7 a 45%
de 2 cascas e 55 a 66% de améndoa. Esta fornece de 50 a 52% de 6leo, extraido com
solvente, e 30 a 35% em casos de extragdo por prensagem (HAAS, 2000; OPENSHAW,
2000; AKINTAYO, 2004).

A distribuicdo geografica do pinh@ manso € bastante vasta devido a sua
rusticidade, resisténcia a longas estiagens, bem como a pragas e doencas, sendo adaptéavel a

condicOes edafoclimaticas muito variaveis. Desenvolve-se bem tanto em regibes tropicais
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secas como nas zonas equatoriais Umidas, assim como em terrenos aridos e pedregosos
podendo suportar longos periodos de seca (PRAMANIK, 2003).

Figura 2.6. (a) Frutos verdes do pinh&o
manso, (b) frutos maduros do pinhdo
manso, (c) sementes do pinhd& manso,

onde ficam as améndoas.

(©)

Fonte: http://www.google.com.br/images

Nos paises importadores, basicamente Portugal e Franca, as sementes de pinhdo
manso sofrem o mesmo tratamento industrial que as bagas de mamona, isto €, cozimento
prévio e esmagamento subsequente em prensas tipo “expeller”, para extracdo do dleo, que
em seguida, é filtrado, centrifugado e clarificado, resultando um produto livre de
impurezas. A torta, que contém ainda aproximadamente 8% de 6leo, é re-extraida com
solventes orgénicos, geralmente hexano, sendo o farelo residual ensacado para
aproveitamento como fertilizante natural, em virtude dos teores elevados de nitrogénio,
fésforo e potassio (ARRUDA et al., 2004)

Apesar de também ser empregado na indUstria de fiacdo de 14, de tinta para

escrever, tinta de impressao e tintas para pintura, além de ser utilizado como 6leo de lustrar
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e quando cozido, misturado com oOxido de ferro, utilizado para envernizar mdveis, seu
maior emprego ainda € nas saboarias. Além de produzir 6leo, o pinhdo manso também
pode ser empregado para outros fins, tais como: a) substituto parcial do arame em cercas
vivas, uma vez que 0s animais evitam toca-lo devido ao latex caustico que escorre das
folhas arrancadas ou feridas; b) suporte para plantas trepadeiras como a baunilha (Vanilla
aromatica), visto que o tronco possui casca lisa e macia e c) fixador de dunas na orla
maritima (PEIXOTO, 1973). Na medicina doméstica, aplica-se o latex da planta como
cicatrizante hemostatico e também como purgante.

O pinhdo manso (Jatropha curcas L.) est4 sendo considerado uma op¢éo agricola
para a regido nordeste por ser uma especie nativa, exigente em insolacdo e com forte
resisténcia a seca. Atualmente, essa espécie ndo estd sendo totalmente explorada
comercialmente no Brasil, mas segundo Carnielli (2003) é uma planta oleaginosa viavel
para a obtencdo do biodiesel, pois produz, no minimo, duas toneladas de 6leo por hectare,
levando de trés a quatro anos para atingir a idade produtiva, que pode se estender por 40
anos.

O pinhdo manso tem se mostrado uma 6tima alternativa para a producdo de
biodiesel, pois além de ndo concorrer com a producdo de alimentos, ele contém 20% de
acidos saturados, enquanto o restante é de acidos insaturados. O &cido oléico ¢ o mais
abundante seguido pelo &cido linoléico (34%), &cido palmitico (12,8%) e acido esteérico
(7,3%) (SHAH et al., 2003). Oleos contendo 4cido oléico em sua composicio estdo sendo
preferidos na producdo de biodiesel, pois este &cido aumenta a estabilidade ao
armazenamento do seu armazenamento e melhora as suas qualidades como combustivel
(AKOH et al., 2007).

2.3.2.5. Sebo bovino

O sebo bovino € um residuo gorduroso constituido por triglicerideos que tem na sua
composicdo principalmente os &cidos palmitico (~30%), estearico (~20-25%) e oléico
(~45%). Considerando a sua alta produgdo e baixo custo de comercializagéo, o sebo bovino
apresenta-se como uma opcao de matéria-prima para a producéo de biodiesel, combustivel
alternativo ao diesel de petroleo (http://www.facabiodiesel.com.br/biodiesel/sebo.htm).

Muitos residuos de frigorificos podem causar problemas ambientais se ndo forem

gerenciados adequadamente. A maioria é altamente putrescivel e pode, por exemplo,

causar odores se ndo processada rapidamente nas graxarias anexas, ou removida
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adequadamente das fontes geradoras no prazo méximo de um dia, para processamento
adequado (KRAUSE, 2008).

Assim, a producdo de biodiesel a partir da gordura animal proporciona uma grande
vantagem ambiental, evitando a disposi¢do inadequada desses residuos, que na maioria dos
casos chegam a rios e corregos, provocando inimeros problemas ao meio ambiente; como
a eutrofizacdo (LANG et al., 2001; ALCANTARA et al., 2000).

Historicamente, o comprador tradicional da gordura animal é a industria de sabéo e
sabonetes. Um estudo feito em 2007 calculou que aproximadamente 61% do sebo de bois,
porcos e aves abatidos no Brasil era vendido para o setor de higiene e limpeza; 13% para a
inddstria oleoquimica; 12% para usinas de biodiesel; 10% para fabricas de ragdo; e 4% era
queimado como combustivel de caldeiras (GOMES et al., 2009).

Com o inicio da producéo de biodiesel, os investidores despertaram para o papel
estratégico desta matéria-prima, devido a sua alta produtividade e baixo custo de
comercializagdo.

O biocombustivel apresenta propriedades comparaveis as do diesel, exceto pela sua
alta viscosidade (esta caracteristica depende diretamente da quantidade de compostos
saturados como os ésteres dos acidos palmitico e estedrico), que pode vir a causar
problemas no sistema de injegdo de motores (CONCEICAO et al., 2007; KUMAR et al.,
2006).

A gordura animal difere de alguns 6leos animais como o de soja e o de colza, com
respeito as suas propriedades quimicas. Estes Oleos vegetais apresentam em sua
composi¢do uma grande quantidade de acidos graxos insaturados. Entretanto nas gorduras
animais, como o sebo, ocorre o contrério, elas apresentam uma maior quantidade de &cidos
saturados (MA et al, 1998, LEBEDEVAS et al., 2006). A presenca de grande
concentragdo de compostos saturados influencia também em duas propriedades
importantes dos combustiveis que sdo inversas: a estabilidade & oxidagdo e o ponto de
névoa (KERSCHBAUM e RINKE, 2004; IMAHARA et al., 2006; CANAKCI et al.,
2007). O tempo de estabilidade a oxidacdo aumenta com o0 aumento de compostos
saturados no biodiesel obtido de gordura animal. Porém o ponto de névoa aumenta para o
biodiesel com o aumento da concentragdo de compostos saturados e como consequéncia o
desempenho do motor pode diminuir (CANAKCI et al., 2007; LEBEDEVAS et al., 2006).

Entretanto, do lado positivo, o biodiesel de gorduras animais, devido ao seu alto
teor de ésteres de &cidos graxos saturados, geralmente apresenta ndmeros de cetano

superiores ao observado em biodiesel de dleos vegetais (KNOTHE et al., 2006).
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2.4. ENZIMAS

As enzimas, em geral, sdo catalisadores de natureza protéica, produzidas por
organismos vivos. Atuam em sistemas bioldgicos com alta especificidade de reacéo e
provavelmente sem a atuagio enzimatica a vida nio existiria (PLISSAO, 2006).

Quimicamente, as enzimas sdo macromoléculas de alta massa molar formadas por
subunidades conhecidas por amino&cidos, unidos por ligages peptidicas. Os residuos de
aminoéacidos formam ligacfes covalentes entre si, pelo grupo amino de um aminoécido
com o grupamento carboxilico de outro, constituindo cadeias polipeptidicas extensas, que
assumem um arranjo espacial complexo, sendo a sua forma estrutural dificil de ser
determinada, Figura 2.7 (COSTA NETO, 2002).
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Figura 2.7. Estrutura genérica de um polipeptideo mostrando, a direita o residuo C-
terminal e a esquerda o N-terminal.
Fonte: COSTA NETO, 2002.

O interesse em utilizar enzimas como catalisadores aumenta gradativamente devido
a sua alta versatilidade e as condi¢Bes suaves de temperatura e pH em que se realizam as
reagdes, apresentando grande importancia na pesquisa cientifica, nos diagnésticos clinicos

e na inddstria. A Tabela 2.5 apresenta as principais aplicacfes de enzimas.



29

Tabela 2.3. Campos e aplicagGes das enzimas.

Campos

Aplicagdes

Pesquisas cientificas

Usadas como ferramenta em pesquisa em analises,

biotransformagdes e separagoes.

Cosmeéticos

Formulacbes de creme para tratamento de cutis,

clareamento dos dentes.

Diagndstico medicinal e

analises quimicas

Dosagem de glicose no sangue, uréia, colesterol.

Terapéutica

Agentes antitromboses, tratamentos antitumores, agentes

antiinflamatorios, AIDS, digestivo.

Catalises industriais em

sistemas especializados

Vinhos, laticinios, frutas, carnes, modificacdo de amido,
producdo de frutose, formulacéo de detergentes, sintese de
aminoacidos, tratamento de efluentes, branqueamento de

polpas celulésicas, entre outras.

Fonte: SHARMA et al., 2001.

Entre as muitas vantagens da utilizacdo de enzimas, trés caracteristicas sdo

consideradas as mais importantes (PLISSAO, 2006):

e Quimiosseletividade: capacidade das enzimas de atuar em somente um tipo de

grupo funcional mesmo na presenca de outros grupos reativos;

e Regiosseletividade: as enzimas podem distinguir entre grupos funcionais

somente com a mudanga do meio reacional e;

e Enantiosseletividade: enzimas séo catalisadores quirais e sua especificidade

pode ser explorada para sinteses seletivas e assimétricas pode ser explorada

para sinteses seletivas e assimétricas.

As enzimas hidroliticas sdo os biocatalisadores mais comumente empregados em

sintese organica. Nesta classe estdo incluidas as amidases, proteases, nitrilases, fosfatases,

epoxidases, sendo de particular e grande interesse as lipases (FABER, 1997).
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2.4.1. Lipases

Lipases (E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas que tém como funcdo natural a hidrdlise de
triacilglicerideos em &cidos graxos e glicerol. Entretanto, em ambientes aquo-restritos, as
lipases se mostram muito ativas em reacOes de esterificacdo, transesterificagdo, inter-
esterificagdo, alcoolise e amindlise (BARON et al., 2005; FERNANDES et al., 2007).

Muitas vezes as lipases sdo confundidas com esterases (E.C. 3.1.1.3), que séo
carboxil éster hidrolases com atividade restrita a hidrolise de substratos hidrossolveis e de
cadeia carbdnica curta, enquanto lipases exibem elevada atividade sobre acidos graxos de
cadeia longa e de baixa solubilidade em 4gua (FOJAN et al., 2000; JAEGER et al., 1994).

As lipases podem ser de origem animal (pancreatica, hepética e géstrica),
microbiana (bactérias e fungos) e vegetal, com variacdo em suas propriedades cataliticas.
Suas aplicagbes sdo muitas, sendo que normalmente em escala industrial sdo empregadas
as lipases de origem microbiana (Tabela 2.6). Dentre 0s processos bioquimicos reportados
na literatura, as lipases representam cerca de 35% dentre as enzimas empregadas. No
entanto, mesmo com uma vasta variedade de lipases microbianas, o uso dessas enzimas em
escala industrial ainda € escasso, devido aos elevados custos de producdo (PAQUES e
MACEDO, 2006).

Tabela 2.4. Exemplos de aplicagdes industriais de lipases.

Area Industrial Aplicacao Produto
Alimentacéo Hidrdlise de gordura de leite Aromas para produtos matinais
Sintese de ésteres Aromas para alimentos e bebidas
Quimica Hidrdlise de 6leos e gorduras Acidos graxos, digliceridios,
Remocao de gorduras/manchas | monogliceridios.
Sintese de ésteres Detergente para lavanderias ou

uso doméstico
Esteres, emulsificantes.

Alimentacéo/ Transesterificagio de  Oleos | Oleos e gorduras (andlogo de
Quimica/ naturais manteiga de cacau)
Farmacéutica
Cosméticos Sintese de ésteres Fragrancia para perfumes
Médica Ensaios de trigliceridios no | Kits para diagnosticos
sangue

Fonte: PAQUES e MACEDO, 2006.



31

A especificidade ao substrato também é empregada como pardmetro para a
diferenciacdo entre lipases e esterases, uma vez que 0s substratos naturais das lipases séo
0s Oleos e gorduras contendo triacilglicerdis formados por &cidos graxos de cadeia longa,
enquanto as esterases atuam sobre substratos constituidos por ligaces ésteres unicas. E
também importante mencionar, que a maioria das lipases atua sobre substratos de esterases,

porém o inverso ndo ocorre (FOJAN et al., 2000).

2.4.1.1. Especificidade das lipases

As lipases séo classificadas em trés grupos de acordo com sua especificidade.
Lipases ndo especificas quebram moléculas de triacilgliceréis na posi¢do randémica,
produzindo &cidos graxos livres, glicerol, monoacilgliceréis e diacilglicer6is como
intermediérios. Neste caso, os produtos sdo similares aqueles produzidos por catélise
quimica (CASTRO et al., 2004).

As lipases 1,3-especificas atuam somente sobre o0s acidos graxos das posi¢des 1 e 3
dos triacilglicer6is. Em uma reacdo de interesterificacdo usando esse tipo de lipase,
inicialmente sera formada uma mistura de triacilgliceréis, 1,2- e 2,3- diacilglicer6is
(Figura2.8). Depois de um tempo prolongado de reacéo, poderd ocorrer a migracéo acil
com a formacédo de 1,3-diacilglicerdis (AKOH e MIN, 2008). Pertencem a esse grupo as

lipases de Aspergillus niger, Mucor miehei, Rhizopus arrhizus e Rhizopus delamar.
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Figura 2.8. Reacdes catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e 1,3 especifica.
Fonte: PAQUES E MACEDO, 2006.
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As lipases acido graxo especificas tém agdo particular na hidrolise de acidos graxos
de cadeia longa contendo dupla ligacéo cis na posicdo 9. O exemplo mais estudado é o da
lipase de Geotrichum candidum (CASTRO et al., 2004). Também merece referéncia a
estereoespecificidade, ou seja, a capacidade que algumas lipases possuem de discriminar
0s enantidmeros de misturas racémicas quirais ou pré-quirais, propriedade muito explorada
na producgdo de farmacos (JAEGER e EGGERT, 2002).

2.4.1.2. Estrutura e mecanismo de atuacéo das lipases

As lipases sdo enzimas que apresentam um mecanismo peculiar de atuacéo,
chamado ativacéo interfacial. Em 1958, Sarda e Desnuelle definiram as lipases em termos
cinéticos baseados neste fendmeno de ativacdo interfacial, que difere do modelo cinético
cléssico de Michaelis-Menten.

Este mecanismo de atuacdo é facilmente explicado por meio da sua estrutura
tridimensional e de seu sitio ativo. O sitio ativo da lipase é geralmente caracterizado pela
triade composta dos aminoacidos serina, histidina e acido aspartico (ou glutdmico),
complexos acil-enzima sendo intermedidrios cruciais em todas as reacOes catalisadas por
lipases (JAEGER e REETZ, 1998). Ademais, este sitio ativo é coberto por uma cadeia
polipetitidica em forma de a-hélice comumente chamada de tampa, ou lid (CAJAL et al.,
2000).

Em presenca de meios aquosos homogéneos, com auséncia de solventes organicos e
interfaces, estruturas obtidas por meio de técnicas de cristalografia mostram que o sitio
ativo das lipases esta totalmente isolado do meio de reacdo pela tampa, 0 que se chama de
conformacgdo fechada, apresentando uma baixa atividade lipolitica (Figura 2.8a)
(GROCHULSKI et al., 1994). Por outro lado, quando a lipase se adsorve a uma interface
hidrofobica, este lid se desloca, expondo o sitio ativo para 0 meio de reagdo, tornando-o
acessivel ao substrato, ao que se chama de conformacgdo aberta da enzima em interfaces
lipidicas (Figura 2.8b) (GROCHULSKI et al., 1993). Nesta conformagdo o movimento do
lid, ndo apenas abre o acesso ao sitio ativo com também expbe uma extensa zona
hidrofébica, o que provavelmente interage favoravelmente com a interface lipidica
(DEREWENDA etal., 1992).
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Figura 2.9. Diagrama de fitas da lipase de Candida rugosa com as tampas abertas e
fechadas. As folhas B (azul claro) e N-terminal (azul escuro). As hélices que envolvem as
folhas B-centrais sdo representadas em amarelo e a aberta em vermelho. Os residuos
aminoacidos que formam a triade catalitica sdo mostrados em vermelho.

Fonte: CYGLER e SCHRAG, 1999.

Recentemente, revelou-se que a presenca de uma estrutura em forma de tampa néo
estd necessariamente correlacionada com a ativacdo interfacial. Lipases de origem
microbiana (Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia glumae e Candida antarctica B) e
uma lipase pancredtica ndo especifica ndo mostraram ativagdo interfacial, embora
apresentem uma “tampa” anfifilica cobrindo seus sitios ativos. Esta observacdo sugere que
a presenca de uma tampa dominante e a ativacdo interfacial ndo sdo critérios adequados
para classificar uma enzima como a lipase. Portanto, a defini¢do atual é bastante simples:
uma lipase é uma carboxiesterase que catalisa a hidrolise de acilglicerol de cadeia longa
(CASTRO et al., 2004).
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2.4.1.3. Reagdes catalisadas pelas lipases

Lipases catalisam a clivagem de ligacOes éster via reacdes de hidrolise (com
comitante consumo de &gua) (PAIVA et al., 2000). Também podem catalisar a reagdo
reversa, isto é, a formagdo de ésteres a partir de um &lcool, como glicerol, e um &cido
carboxilico de cadeia longa, como um &cido graxo, com liberacdo de moléculas de agua,
num processo denominado esterificagdo (YAHYA et al., 1998; CASTRO et al., 2004). O
deslocamento do equilibrio na reacdo, no sentido direito (hidrolise) ou inverso (sintese), é
controlado pela quantidade de &gua presente na mistura reacional (Figura 2.8).

Esses dois processos basicos podem ser combinados num padrdo sequencial para
originar um grupo de reacOes usualmente denominadas de interesterificagdes, que,
dependendo do substrato de partida, podem ser aciddlise (quando o grupo acila € deslocado
entre um éster e um &cido carboxilico), alcoolise (quando o grupo acila € deslocado entre
um éster e um &lcool) e transesterificacdo (quando dois grupos acila séo deslocados entre
dois ésteres), sem ocorrer nem consumo nem formacao de &gua (Figura 2.9) (CASTRO et
al., 2004).
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Figura 2.9. Reacdes catalisadas por lipases.

Fonte: Adaptado de PAQUES E MACEDO, 2006.

2.4.2. Enzimas Imobilizadas

A definicdo mais aceita para enzimas imobilizadas é a recomendada pela Primeira
Conferéncia sobre Engenharia Enzimatica, realizada em 1971, que estabelece que

“enzimas imobilizadas sdo enzimas ou sistemas enzimaticos fisicamente confinados ou
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localizados em certa regido definida do espago com retengdo de suas atividades cataliticas,
e que podem ser usadas repetida e continuamente” (KENNEDY e CABRAL, 1987).

Uma das vantagens da utilizagdo de enzimas imobilizadas é a possibilidade de
reutilizacdo da preparacdo enzimética, que tem implicacbes no custo do processo
catalisado enzimaticamente, além de possibilitar a execucéo de processos continuos e a
facil separacéo da enzima dos produtos (SALIS et al., 2005).

A natureza do suporte é muito importante para a eficiéncia da imobilizagdo. Os
suportes utilizados para a imobilizacdo podem ser classificados morfologicamente em
porosos e nao-poros, hidrofilicos e hidrofébicos, naturais e sintéticos (MATEO et al.,
2007).

2.4.2.1. Metodos de imobilizacao

A imobilizacdo pode ocorrer por adsor¢do ou ligagdo da enzima em um material
insoluvel, pelo uso de um reagente multifuncional por ligagBes cruzadas, confinamento em
matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacdo em membrana polimérica. A
Figura 2.9 mostra, esquematicamente, a classificagdo dos métodos utilizados para a
imobilizagdo de enzimas (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

A adsorcdo é o método mais simples e de menor custo. Este método consiste na
adsorcdo fisica da enzima em um suporte inerte, por meio de ligacGes eletrostaticas ou
hidrofobicas, como de van der Waals, ligacbes de hidrogénio e interacdes dipolo-dipolo.
Este tipo de imobilizagdo causa uma pequena modificagdo na estrutura nativa da enzima,
se comparado aos outros tipos de imobilizacdo, e por isso, geralmente ndo promove perda
da atividade catalitica (VINU et al., 2005). Por apresentarem interacbes mais fracas, as
enzimas imobilizadas por adsorc¢éo séo dessorvidas com mais facilidade quando em meio
aquoso, ndo sendo adequadas para aplicagdo em processos no quais as mesmas ndo devem
estar presentes no produto final (WU et al., 2007).

Na ligagdo covalente os 4tomos sdo unidos por meio da partilha de pares de
elétrons. As reagdes requeridas sdo relativamente complicadas e ndo suaves (SOARES,
2004). Este método € o mais pesquisado, pois envolve frequentemente perdas de atividade.
Mas ele apresenta muitas vantagens como aumento da estabilidade enzimética e auséncia

de perdas para 0 meio reacional.
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Figura 2.10. Métodos de imobilizacdo de enzimas.

Na ligacdo cruzada ocorre a formacdo de multiplas ligacGes covalentes entre as
enzimas, os chamados crosslinks. As ligagOes intermoleculares e irreversiveis obtidas
garantem estabilidade em valores extremos de pH e temperatura. Porém, as dificuldades de
controle da reagdo de imobilizagdo, a necessidade de grande quantidade de enzima e perdas
de atividade envolvendo o sitio catalitico sdo algumas das desvantagens apresentadas por
esse método (ZANIN e MORAES, 2004).

A imobilizagdo de um biocatalisador via inclusdo ou microencapsulacdo consiste
em “confinar” uma proteina em um polimero insolivel ou em uma microcdpsula. A
microencapsulacéo é muito similar ao processo de inclusdo, embora neste caso a enzima
seja totalmente envolvida pelo sistema. Neste sistema cria-se uma cela artificial delimitada
por uma membrana porosa. Moléculas grandes, tais como enzimas, ndo sdo capazes de se
difundir atraveés desta membrana, enquanto as pequenas moléculas como substratos e
produtos, se difundem. A vantagem da utilizacdo desta técnica é que a enzima ndo interage
quimicamente com o polimero evitando, assim, a deshaturacdo. Contudo, a transferéncia
de massa através da membrana pode ser um problema (DALLA-VECCHIA et al., 2004).
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2.4.2.2. Lipases imobilizadas

As lipases podem ser imobilizadas pelos métodos descritos, mas o método mais
usado é o da adsorcdo, onde a enzima é aprisionada a superficie do suporte por forcas
fracas, como as de Van der Walls, iteracdes hidrofdbicas ou forgas de disperséo.

As lipases imobilizadas empregadas na producéo de biodiesel sdo derivadas de
diferentes fontes, por exemplo: Candida antartica, Candida sp. 99-125, Pseudomonas
fluorescences, Pseudomonas cepacia, pancreas de porco, Rhizomucor Mihei e
Cromobacterium viscosum (TAN et al., 2010).

Os suportes empregados incluem resina acrilica, membranas téxteis, polipropileno,
celite e terra diatomécea. Em geral, os rendimentos obtidos quando se usa uma lipase
imobilizada por adsorcéo na producdo de biodiesel, sdo superiores a 80%. Ha dois tipos de
lipase que sdo frequentemente empregadas, especialmente para larga escala industrial.
Uma delas é a lipase de Candida antartica imobilizada em resina acrilica, chamada
Novozym 435. A outra é a lipase de Candida sp. 99-125 imobilizada em uma membrana
téxtil de baixo custo (TAN et al., 2010).

2.4.2.2.1. Novozym 435

Novozym 435 é uma preparacdo de lipase de Candida antarctica (lipase B)
produzida por fermentacdo submersa do fungo Aspergillus niger geneticamente modificada
e imobilizada por adsorg¢éo em resina anionica macroporosa, comercializada pela Nozymes
Latin America Ltda. Essa preparacéo de lipase é classificada como ndo especifica e termo-
estavel, tem atividade maxima na faixa de 70-80°C, mas a melhor estabilidade térmica
encontra-se na faixa de 40-60°C.

Essa preparacdo € provavelmente o biocatalisador mais usado em biotransformacédo
com lipases, podendo ser usada em meio livre de solvente ou na presenga de solventes,
sendo empregada na resolucdo de uma grande escala de alcoois primérios e secundarios,
bem como de acidos carboxilicos (OLIVEIRA, 2007).

2.42.2.2. Lipozyme TL IM

Lipozyme TL IM é uma preparacdo de lipase de Thermomyces lanuginosus

produzida por fermentacdo submersa de Aspergillus oryzae geneticamente modificada e
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imobilizada em silica porosa granulada, comercializada pela Nozymes Latin America Ltda.
Esta preparacdo é termoestavel e particularmente usada na sintese e hidrdlise de ésteres.
Lipozyme TL IM tem uma ampla especificidade (1,3-especifica), promovendo reacGes
entre uma grande variedade de &lcoois priméarios e secundérios, bem como, &cidos
carboxilicos. Sua melhor estabilidade térmica encontra-se na faixa de 40-60°C para 6tima
produtividade (OLIVEIRA, 2007).

2.4.2.2.3. PS Amano IM

Lipase PS IM é uma nova preparagdo enzimatica lipolitica desenvolvida pela
Amano Enzyme Inc, obtida por fermentacdo submersa de uma linhagem selecionada
proveniente de Burkholderia cepacia e imobilizada em terra diatoméacea, comercializada
pela Sigma (EUA). Essa preparacdo de lipase é classificada como ndo especifica e
termoestavel, podendo ser usada em temperaturas entre 25-60°C. E adequada para a
transesterificacdo e esterificacdo em presenca de solventes organicos. Dados descritos pelo
fabricante revelam que esta preparacéo apresenta um grande potencial para mediar reagdes
de transesterificagdo (AMANO, 2009).

2.5. TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA DE OLEOS E GORDURAS

As lipases sdo facilmente manipuladas, razoavelmente estiveis, frequentemente
tolerantes a solventes orgénicos, regiosseletivas e/ou enantiosseletivas. Devido a essas
caracteristicas, esses biocatalisadores sdo ferramentas valiosas em sintese organica e ha
muitas pesquisas sobre a producdo de biodiesel catalisada por lipases.

A transesterificacdo de triglicerideos com um élcool, na presenca de uma lipase
extracelular ou intracelular tem sido utilizada para a producéo de biodiesel, sendo que a
maioria das pesquisas publicadas tem usado preparagdes comerciais de lipases
extracelulares em sistemas reacionais pseudo-homogeneos e também na forma imobilizada
(DABDOUB et al., 2009.

A reacdo de transesterificagdo catalisada por lipases encontra interesse atual, por se
tratar de uma via eficiente, altamente seletiva, envolver menor consumo de energia (as
reacOes podem ser realizadas em condic¢Oes brandas de pressdo e temperatura), e facilitar a
recuperagdo do subproduto formado na reagéo: glicerol. A maioria dessas pesquisas refere-

se & determinacéo da melhor fonte de enzima e dos fatores que influenciam na reagdo de
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transesterificacdo para melhorar o rendimento do biodiesel comparavel as reagdes
catalisadas por catalisadores quimicos e para possivel ampliacdo da escala industrial
(AKOH et al., 2007).

Atualmente, a abordagem enzimatica para a producdo de biodiesel recebe muita
atencdo, pois ela tem muitas vantagens sobre os meétodos quimicos: a capacidade de
esterificar os acidos graxos livres presentes tanto em acilglicerdis como na forma livre em
uma Unica etapa; a produ¢do de uma fragdo glicerinica com teor minimo de agua e pouco
ou nenhum material contaminante; a possibilidade de reciclagem do catalisador;
(KNOTHE et al., 2006) e a possibilidade de trabalhar em condigbes amenas de reagédo
(temperaturas e pressdes baixas) (FUKUDA et al., 2001).

A Tabela 2.3 mostra as vantagens e desvantagens da utilizagdo das lipases para a
sintese do biodiesel em comparacdo ao processo alcalino. A transesterificacdo de
triglicerideos com um &lcool, na presenca de uma lipase extracelular ou intracelular tem
sido utilizada para a producéo de biodiesel, sendo que a maioria das pesquisas publicadas
emprega preparacdes comerciais de lipases extracelulares em sistemas reacionais pseudo-

homogéneos e também na forma imobilizada (DABDOUB et al., 2009).

Tabela 2.5. Comparagdo entre 0 processo enzimatico e o processo alcalino para a
producdo de biodiesel.

Problema Processo Alcalino Processo Enzimatico
. ) Os &cidos graxos livres Os &cidos graxos livres
Acidos graxos livres . y ) y
. presentes no 0leo séo presentes no 0leo séo
presentes no oleo 3 o
transformados em sabéo. transformados em biodiesel.
A é4gua pode hidrolisar o A é4gua ndo interfere

Presenca de &gua no 6leo . ) 3 3
0leo, formando mais sabéo. na reagéo.

Rendimento da reagéo Alto Alto
3 ) Complexa, glicerol de Fécil, glicerol de alta
Recuperacéo do glicerol ) ) )
baixa qualidade. qualidade.
Custo do processo Baixo Alto
Recuperacéo do Catalisador | Dificil ou invigvel Fécil
. Médio, sdo gerados efluentes )
Impacto Ambiental ) ) Baixo
alcalinos e salinos
Produtividade Alta Média

Fonte: FUKUDA et al., 2001; ROBLES-MEDINA et al., 2009.



41

Por outro lado, em geral, o custo de producéo das lipases é significantemente maior
do que o de um catalisador alcalino (DU et al., 2008). 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 (DABDOUB et al., 2009).

A Tabela 2.4 resume os diversos trabalhos publicados empregando a catélise
enzimética como rota de producdo de biodiesel a partir de diferentes matérias-primas

lipidicas.



Tabela 2.4. Producédo enzimética de biodiesel por transesterificacéo de 6leos e gorduras.
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Fonte lipidica Biocatalisador Agente acilante Solvente Rendimento Referéncia
(%)
pinhdo manso Novozym 435 acetato de etila isento 91,3 MODI et al.,
6leo de laranja 90,0 2007
6leo de girassol 92,7
6leo de algodéo Novozym 435 Metanol terc-butanol 97,0 ROYON et al.,
2007
6leo de palma Pseudomonas fluorescens etanol isento 90,9 MOREIRA et al.,
Burkholderia cepacia 75,1 2007
pinhdo manso Novozym 435 propanol hexano 92,8 PAULA et al.,
6leo de laranja 91,7 2007
6leo de girassol 93,4
6leo de soja Burkholderia cepacia metanol isento 67,0 NOUREDDINI et
etanol 65,0 al., 2005
6leo de algodao Novozym 435 metanol isento 91,5 KOSE et al.,
2002
6leo de palmiste Burkholderia cepacia etanol, Isento 72,0 ABIGOR et al.,
terc-butanol, 62,0 2000
n- butanol 42,0
metanol 15,0
6leo de girassol Lipozyme etanol Isento 83,0 SELMI, TOMAS;

1998
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3. MATERIAIS E METODOS

Os principais materiais e as técnicas empregadas na pesquisa sdo apresentados

neste capitulo.

3.1. MATERIAIS

Entre os materiais empregados destacam-se as enzimas e 0s substratos.

3.1.1. Fontes de lipases

Como biocatalisadores foram testadas trés preparagdes de lipase imobilizada,
disponiveis comercialmente. Lipozyme TL IM e Novozym 435 foram gentilmente doadas
pela empresa Novozymes Latin America Ltda — Araucéria/PR e a Lipase PS manufaturada
pela AMANO (Japéo) adquirida da Sigma Co, St. Louis, MO, EUA.

3.1.2. Substratos

Como substratos na sintese de biodiesel foram utilizados: etanol anidro Cromoline
99,8%, (Sdo Paulo, Brasil), amostras de 6leo de babacu refinado fornecidas gentilmente
pela COGNIS (Jacarei, Séo Paulo, Brasil), amostras de 6leo de palma refinado fornecidas
gentilmente pela AGROPALMA (Belém, Pard, Brasil), amostras de dleo de pinhdo manso
bruto fornecida gentilmente pelo IAPAR (Instituto Agrondémico do Parand - Londrina-PR,
Brasil), amostras de 6leo de andiroba fornecidas pela FORMIL QUIMICA DIVISION
FLORABRASIL e as amostras de sebo bovino refinado, fornecidas pela FERTIBOM
(Catanduva-SP, Brasil).

3.1.3. Outros reagentes

Outros reagentes empregados foram: solventes etanol 95% (Reagen), hexano —
(Cromoline), hidréxido de potéassio (Merck), indicador &cido-base (fenolftaleina -
Colleman), Peneira molecular (pellets) 13X; 3,2mm de diametro (Sigma Aldrich). Padrdes

cromatograficos (ésteres etilicos) previamente sintetizados por via quimica (URIOSTE et
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al., 2008). Os demais materiais e reagentes foram adquiridos comercialmente em grau

analitico.
3.2. EQUIPAMENTOS

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo apresentados
na Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Tipo de andlise e equipamentos utilizados nos ensaios.

Tipo de anélise e/ou Equipamento Modelo/ fabricante
ensaio
Medidas de pH Potencidmetro Modelo TEC2, Tecnal
Dosagem de ésteres etilicos | Cromatografo a gés Modelo GC-3800,Varian
(biodiesel)
Pesagem de materiais Balanca analitica Modelo AY220, Shimadzu
Agitacdo de reacdes Placa de agitacdo magnética | Modelo 752A, Fisatom
e temperatura controlada
Purificacdo do produto Rota evaporador Modelo 801, Fisatom
Analise qualitativa Espectrémetro no Spectrun One, Perkin Elmer
infravermelho
Atividade hidrolitica Bureta digital (50mL) Hirshmann Techcolor
Teor de umidade Balanca analitica ID 50, Marte
Aquecimento do meio das | Banho termostatico
reagoes
Medidas de viscosidade Viscosimetro Modelo LVDVIIICP-CP 520,
Brookfield
Medidas de densidade Densimetro Modelo DMA 35N, Anton
Paar

3.3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Nesta secdo apresentam-se as técnicas experimentais empregadas para a realizagéo
do trabalho.

3.3.1. Caracterizacao das fontes de lipase (determinacéo da atividade hidrolitica)

A atividade enzimatica das preparagdes de lipase imobilizada foi determinada pelo
metodo de hidrdlise, conforme metodologia modificada por Soares et al. (1999). O
substrato foi prepaparado pela emulsdo de 50mL de azeite de oliva e 50mL de goma
ardbica a 7% (m/v). Em frascos Erlenmeyer de 125mL foram adicionados: 5mL de

substrato, 4mL de solucdo tampdo fosfato de sddio (0,1M, pH varidvel) e 0,05g do
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biocatalisador imobilizado. Os frascos foram incubados a 37°C por 5 min, em banho
termostatizado com agitacao.

Apbs o periodo de incubagdo, a reagdo foi paralisada pela adicdo de 10mL de
mistura de acetona e etanol (1:1). Os &cidos graxos liberados foram titulados com solugédo
de KOH 0,02N, utilizando fenolftaleina como indicador. Os célculos foram realizados pela
equacdo abaixo e uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que
libera 1pmol de &cido graxo por minuto de reacdo, nas condicdes de ensaio. As atividades

foram expressas em pmoles/mg.min (U/g).

6
Atividade hidrolitica(f” mcy . jz (V4 =Ve) N -10 Equacio 3.1
g-min t-m

Em que: Va= volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (L), Vs = volume do KOH
gasto na titulag&o do branco (L), N = normalidade da solugéo de KOH, t = tempo de reagéo
em min, m = massa em gramas.

3.3.2.Caracterizagdo das matérias-primas lipidicas

As matérias-primas, ricas em triglicerideos foram caracterizadas quanto aos indices

de acidez, peroxido, saponificagdo, iodo e acidos graxos.

3.3.2.1. indice de Acidez (1.A.)

O indice de acidez da matéria-prima foi determinado de acordo com as normas do
Instituto Adolfo Lutz (2008) (Norma 325/1V). Para esta determinagdo em um Erlenmeyer
pesou-se cerca de 2,0g da amostra, sequida da adicdo de 25mL de uma mistura de éter
etilico e alcool etilico (95%) preparada na proporcdo 2:1 em volume. Em seguida, titulou-
se com solugdo de hidroxido de potassio (KOH) de concentragdo 0,01M previamente
padronizada, utilizando-se fenolftaleina como indicador. O resultado foi calculado pela
relacdo entre a massa em miligramas de hidroxido de potassio consumidos por grama de

amostra analisada, conforme a Equagéo 3.2.

Vbranco) X M M X C

m

base base

| A = (Vamostra —

Equacéo 3.2

amostra
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Em que: Vamostra = VOlume de solugdo de KOH gasto na titulagdo da amostra (mL), Vbranco
= Volume de solucdo de KOH gasto na titulagdo do branco (mL), MMy = Massa Molar
do KOH (56,1g/mol), Cpase = Concentragcdo molar da solu¢do de KOH (mol/L), Mamostra =

Massa de amostra (g).

3.3.2.2. Indice de Peroxido (1.P.)

O indice de per6xido da matéria-prima foi determinado de acordo com o método
oficial Cd 8b-90 da AOCS (2004). Para esta determinacdo, pesou-se em um erlenmeyer
aproximadamente 5g da amostra em balanga analitica, adicionou-se 50mL da mistura &cido
acético:isooctano (3:2 v/v) e 0,5mL de uma solucdo de lodeto de potéssio saturada,
deixando-se reagir por 1 min sob agitacdo constante. Em seguida, adicionou-se 30mL de
agua e titulou-se o I2 formado com solucdo de tiossulfato de sddio, de concentracdo 0,01N,
previamente padronizada. Adicionou-se 1,0mL de solucéo indicadora de amido (1,0%),
0,5mL de Lauril sulfato de s6dio (10%m/v) e prosseguiu-se a titulacdo até descoloracéo da
solucdo. O mesmo procedimento foi realizado com o branco. O resultado foi calculado
com base na quantidade, em miliequivalentes, de peréxido por 1000g de amostra conforme

mostrado na Equagéo 3.3:

(Vamostra _Vbranco ) X CTiossuh‘ato X 1000
m Equacéo 3.3

amostra

I.P.=

Em que: V amostra = Volume de solucdo de tiossulfato de sodio gasto na titulagdo da amostra
(mL), V pranco = Volume de solucéo de tiossulfato de sddio gasto na titulagdo do branco
(mL), C tossuifato = Concentracdo molar da solucédo de tiossulfato de sddio (eq/L), M amostra =

Massa de amostra (g).

3.3.2.3. Indice de Saponificacdo (1.S.)

O indice de saponificacdo da matéria-prima foi determinado de acordo com as
normas do Instituto Adolfo Lutz (2008) (Norma 328/1V). Para esta medida, uma amostra
de 2,59 foi saponificada com solucéo alcodlica de hidroxido de potéssio (4%m/v) e titulada
com &cido cloridrico (0,5N). O célculo do indice de saponificacéo foi realizado de acordo

com a Equagdo 3.4.
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1.S. = (Vbranco _Vamostra )X MM KoH X CHCI
- m Equacéo 3.4

amostra

Em que: Vamostra = VOlume de solucgdo de HCI gasto na titulacdo da amostra (mL), Viranco =
VVolume de solucéo de HCI gasto na titulagéo do branco (mL), MMpase = Massa Molar do
KOH (56,1g/mol), Cyci = Concentragdo molar da solugdo de HCI (mol/L), Mamostra = Massa

de amostra (g).

3.3.2.4. indice de lodo (1.1.)

O indice de iodo da matéria-prima foi determinado pelo Método de Hubl de acordo
com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para esta determinagdo, uma amostra
(cerca de 0,259) foi submetida a reacdo com solucéo de iodo por 30min ao abrigo da luz e
posteriormente titulada com solucdo de tiossulfato de sodio 0,1N. O branco foi realizado
com 10mL de cloroférmio e 20mL de solucéo alcodlica de iodo 5%. O célculo do indice de

iodo foi realizado pela Equagé&o 3.5:

_ (Vbranco _Vamostra ) X MM I2 X CTiossuh‘ato X 0’1
2xm

Equacéo 3.5

amostra

Em que: Vamostra = Volume de solucéo de tiossulfato de sddio gasto na titulacdo da amostra
(ML), Vbranco = Volume de solucéo de tiossulfato de sédio gasto na titulacdo do branco
(mL), MM, = Massa Molar do I, (253,8g/mol), Ci, = Concentragdo molar da solucdo de

tiossulfato de sédio (mol/L), Mamestra = Massa de amostra (g)

3.3.2.5. Quantificagdo dos &cidos graxos por cromatografia gasosa

As composicoes dos dleos vegetais e do sebo em &cidos graxos foram determinadas
no Laboratorio de Oleos e Gorduras da Faculdade de Engenharia de Alimentos da
UNICAMP. Foram utilizados os Métodos Oficiais da AOCS (American Oil Chemists’
Society): usando um cromatdgrafo de fase gasosa Capilar - CGC AGILENT 6850 SERIES
GC SYSTEM, Coluna capilar: DB-23 AGILENT (50% cyanopropyl) -
methylpolysiloxane, dimensdes 60m, @ int: 0,25mm, 0,25um filme. As condi¢Ges foram:
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fluxo coluna = 1,00mL/min.; Velocidade linear = 24cm/seg; Temperatura do detector:
280°C; Temperatura do injetor: 250°C; Temperatura Forno: 110°C — 5minutos, 110 —
215°C ( 5°C/min), 215°C - 34minutos; Gas de arraste: Hélio; Volume injetado: 1,0uL.
Metodologia: Métodos Oficiais da AOCS (American Oil Chemists’ Society).

3.3.3. Refino do 6leo de pinhdo manso

O o6leo de pinhdo manso estava no estado bruto e por isso precisou ser refinado. A
metodologia utilizada se dividia em quatro fases:

Degomagem: o procedimento utilizado para a degomagem do 6leo bruto foi a
adicdo de 1% é&cido fosforico (85%), em relacdo & massa de 6leo. A mistura foi aquecida
até aproximadamente 80°C e mantida vigorosamente sobre agitacdo mecénica por 2h. Em
seguida, foi centrifugada (3000rpm, 10min) para a separacdo da goma (proteinas,
fosfolipidios, cinzas e impurezas). O centrifugado foi lavado para remog¢do dos Gltimos
tracos de impurezas retidas no 6leo.

Neutralizacdo: o procedimento utilizado na neutralizagdo foi a adicdo de 1% de
solucdo de hidroxido de sodio (20%) em relacdo ao indice de acidez determinado
previamente na amostra bruta. Essa mistura foi submetida a agitagdo mecénica por 20min &
65°C. As borras foram removidas por decantagdo e posterior centrifugagdo (3000rpm,
10min).

Lavagem: em um funil de separacdo contendo 100g de 6leo foi adicionado
aproximadamente 15ml de &gua quente (~80°C). A mistura foi agitada até a completa
homogeneizacdo, esse procedimento foi repetido por trés vezes. Apds a separacdo das
fases, a fase aquosa foi removida e a fase superior foi centrifugada por 10min com
3000rpm.

Secagem: para cada 2009 de 6leo foi necesséria a adicdo de 50g de sulfato de sodio
anidro. A mistura foi deixada por 24h, apds esse periodo adicionou-se éter etilico,

removeu-se o sulfato de sodio por filtragdo a vacuo.



49

3.3.4 Sintese de biodiesel

As reagdes foram realizadas em reatores de vidro cilindrico (50mL, 6¢cm de altura e
4cm de didmetro interno) de duas bocas (Figura 3.1), acoplados com condensador de

refluxo, sob agitacdo magnética.

Figura 3.1. Reator de vidro utilizado para sintese de
biodiesel.

Os reatores foram encamisados para facilitar o aquecimento, a 4gua que circulava
pela jagueta térmica era aquecida por um banho termostatico. Os meios reacionais foram
deixados por 24h em contato com peneiras moleculares, para que toda agua do meio fosse
retirada e assim fosse aumentado o rendimento da reacdo (ANTCZAK et al, 2009; LI et al,
2006).

Posteriormente, os meios foram preparados nas razdes molares Oleo/etanol
requeridas para cada 6leo e incubados com as preparacdes de lipase imobilizada em
proporcoes definidas pelo fabricante. As condigOes de reacdes estdo resumidas na Tabela

3.2. As reagdes foram conduzidas por um periodo maximo de 48h com amostragens em
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periodos de tempo definidos, para a quantificagdo dos ésteres de etila formados por

cromatografia de fase gasosa.

Tabela 3.2. CondicOes experimentais das reagdes de transesterificacdo.

Oleo Enzima Temperatura Razéo Concentracdo | Tempo de
de Reacédo Molar! de Enzima Reagdo
°C (% massica)? (h)
Babacu PS Amano IM
Novozym 435 50 1:9 10 48
Lipozyme TL IM
Sebo Novozym 435 PS
Bovino Lipozyme TL IM 50 1:6 10 48
PS Amano IM
Pinhé&o Novozym 435
manso Lipozyme TL IM 50 1:9 10 48
PS Amano IM
Palma Novozym 435
Lipozyme TL IM 50 1:9 10 48
PS Amano IM
Andiroba Novozym 435
Lipozyme TL IM 50 1:9 10 48
PS Amano IM

! Razéo molar 6leo:etanol; ? a concentragdo de enzima é em relagdo ao meio (6leo+élcool).

3.3.4.1. Separacdo dos ésteres (recuperacao do glicerol)

Para a separagdo da glicerina liberada na sintese do biodiesel, 0 meio reacional foi
submetido a uma etapa de purificacéo, constituida de uma lavagem com &gua destilada. O
volume da amostra recolhido foi medido e em seguida adicionado o mesmo volume de
agua destilada. A mistura foi transferida para um funil de decantacdo (Figura 3.2),
efetuando-se uma agitagéo e deixando a mistura em repouso por 30min para a separagéo
das fases. A fase superior era composta pelos ésteres de etila (biodiesel) e a fase inferior
por glicerol e 4gua de lavagem. A fase inferior foi descartada e a fase superior submetida a

evaporagdo em rota-evaporador.
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Figura 3.2. Decantacdo do biodiesel.

3.3.5. Andlises do biodiesel

O biodiesel produzido foi analisado quanto as concentraces de ésteres e

viscosidade cinematica.
3.3.5.1. Determinacéo dos ésteres formados nas reacdes de transesterificacao

As concentracdes dos ésteres formados nas reagdes de transesterificacdo foram
determinadas por cromatografia de fase gasosa, utilizando-se um cromatdgrafo Modelo
GC-3800, Varian (Varian Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, EUA) uma coluna
empacotada (5%DEGS CHR-WHP 80/100 6ft 2.0mmID 1/8inOD, RESTEK), operando
nas condicdes definidas na Tabela 3.3, conforme estabelecido por URIOSTE et al. (2008).
As amostras foram previamente diluidas com hexano numa proporcdao de 1:3
(biodiesel:hexano).

O rendimento (R) das reacdes de sintese de biodiesel foi definido como o valor que
expressa a massa total obtida de ésteres de etila (M;) em relacdo a massa tedrica esperada
de ésteres de etila (M.). M, foi determinada a partir da massa de acidos graxos presentes na
massa inicial de cada material lipidico (Mp), da massa molar correspondente a cada acido
(MM,) e do éster correspondente (MMe). Este calculo é representado pela Equacéao 3.6 (a),
em que Mg corresponde ao produto da concentragdo massica de cada acido graxo (Ca), com
a massa inicial de Oleo utilizada (Mi) Equacdo 3.6 (b). O rendimento foi calculado
utilizando a massa total de ésteres obtida pela analise por cromatografia gasosa (Mt) pela

massa teorica de ésteres de etila (Me), conforme mostrado na Equagéo 3.6 (c).



52

Me:% @  Mo=CaMi (b) R:%xmo ©  Equacio 36
Tabela 3.3. Condi¢Bes para determinacdo dos ésteres de etila.
Padréo interno Hexanol (0,0275g/g)
Programa de temperaturas 120 °C por 10 min e 170°C por 18min
Rampa de Aquecimento 25 °C/min
Gés de arraste Nitrogénio
Atenuacéo do A BeC=16
cromatégrafo
Preparacéo da amostra 0,19 da amostra em 0,3g de hexano
Preparacédo para injecéo 1:1 (amostra : padréo interno)
Tempos de retencéo dos Padréo Interno (P.1.) 1,17min
Monoésteres de etila C8 EtOH 4,13min
C10 EtOH 8,26min
C12 EtOH 10.77min
C14 EtOH 12,31min
C16 EtOH 15,04min
C18 EtOH 20,96min
C18:1 EtOH 23,57min
C18:2 EtOH 26,83min

3.3.5.2. Anélise de viscosidade da matéria lipidica e do biodiesel

Os valores da viscosidade absoluta foram medidos em um viscosimetro Brookfield
Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers Ltd, Inglaterra) empregando o cone CP 42. As
medidas foram feitas em duplicata a 50 °C para o sebo bovino, a 40°C para o biodiesel e
para o 6leo vegetal, empregando 1mL de amostra. As analises do produto transesterificado
foram efetuadas ap0s a etapa de purificacdo, conforme descrito no item 3.3.2.1.

Para o célculo da viscosidade cinematica, mediu-se a densidade, utilizando um
densimetro Modelo DMA 35N (Anton Paar, Suigca) a 15°C. Os valores da viscosidade

cinemética foram obtidos pela Equagéo 3.7.

Viscosidade Cinemética (cSt) = Viscosidade Absoluta (cP) Equacéo 3.7
Densidade (g/cm®)




53

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta secdo apresenta-se e analisam-se os principais resultados alcangados na

pesquisa.

4.1. Caracterizacdo das fontes de lipases
Os valores encontrados para atividade hidrolitica (em massa seca) das preparacoes

de lipase imobilizada foram os seguintes (Tabela 4.1):

Tabela 4.1. Valores de atividade hidrolitica das fontes de lipase.

Enzima Atividade (U/g)
Novozyme 435 68,02
Lipozyme TL IM 2991,15
Amano PS 3138,98

4.2. Caracterizacdo das matérias-primas lipidicas

4.2.1. Composicao quimica e propriedades

Independente do tipo de catalisador selecionado, a qualidade do material lipidico
empregado na reacdo de transesterificacdo é de fundamental importancia, tendo em vista
que venenos ou inibidores cataliticos podem reduzir o rendimento da reagao.

Na Tabela 4.2 apresentam-se as propriedades de cada matéria lipidica utilizando a
metodologia descrita na se¢do 3.3.1. Os resultados obtidos permitem discutir sobre as
caracteristicas das matérias-primas empregadas; os indices de acidez e peroxido indicam a
deterioracéo da gordura em termos de rancidez hidrolitica (pelo indice de acidez) a partir
da concentracdo de acidos graxos livres e rancidez oxidativa (pelo indice de perdxido).

Os indices de acidez e oxidacdo indicam o estado de conservagdo da matéria-prima.
Valores superiores a 10,0 ndo sdo recomendados para a producéo enzimatica de biodiesel.
Assim, todos os materiais analisados estavam dentro da faixa recomendada. O indice de
saponificacdo € util para a verificacdo da massa molecular média de uma gordura e da
adulteracdo por outros 6leos com indices de saponificagdo muito diferentes (CECCHI,
2003), o valor deste indice é inversamente proporcional @ massa molar média dos acidos
graxos dos triacilgliceridios presentes na amostra de dleo. Os resultados encontrados para
este indice mostram que ndo h& contaminagdo nos materiais lipidicos, o 6leo de babacu,

por exemplo, apresentou maior indice de saponificagdo, ja que é o que apresenta acidos
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graxos de cadeia menor.

Tabela 4.2. Caracterizagdo das mateérias lipidicas.

Caracteristicas Oleo de Oleo de Oleo de Oleo de Sebo
Babagu Palma Pinh&o Andiroba Bovino
Manso

indice de acidez 0,65 0,33 0,30 0,8 1,96
(mg KOH/g)
indice de 1,82 2,05 4,23 5,20 2,54
peroxido (1. P.)
(mEg/kg)
indice de iodo 25,38 98,04 101,39 72,4 33,49
(1. 1) (gl2/1009)
indice de 238,20 198,39 141,44 194 197,03
saponificacdo
(1.S.) (mgKOH/qg)
Viscosidade 29,51 36,80 34,53 40,60 51,15
Cinematica (cSt)

O indice de iodo revela o grau de insaturacdo da matéria-prima. Neste caso, por se
tratar de 6leos refinados, os valores encontrados, j& que o limite maximo € de 120 gl,/100g
de amostra (DABDOUB et al., 2009). Dentre os materiais lipidicos analisados, o que
apresentou maior teor de &cidos graxos insaturados foi o 6leo de pinhdo manso, com indice
de iodo de 101,39g1,/100g de amostra.

Deve-se ressaltar que estes valores dos indices do dleo de pinhdo manso, sdo para o
6leo apds passar pelo processo de refino descrito no item 3.3.3, pois antes disso o 6leo
bruto exibia indices de acidez e de peroxido superiores (3,63 e 5,48, respectivamente), que
poderiam vir a prejudicar a rea¢cdo. Com o tratamento de refino, diminuiu-se a acidez e 0s
peroxidos.

Os componentes dos 6leos vegetais, como os tri, di e monoacilglicerdis, &cidos
graxos livres, glicolipideos, fosfolipideos e outras substancias sdo na maior parte
constituintes oxidaveis em diferentes graus. Os &cidos graxos insaturados s&o 0s compostos
mais susceptiveis ao processo oxidativo que pode ocorrer durante a fase de extragdo, no
transporte ou na estocagem.

A composicdo quimica dos 6leos tém sido objeto de revisdes na literatura (MA e
HANNA, 1999; CANAKCI, 2007, HAAS et al, 2006) devido ao fato de que essa analise
pode servir de base para uma andlise preliminar sobre a viabilidade ou ndo do seu uso
como matéria-prima para a producdo de um biodiesel, que atenda completamente as

especificagbes de qualidade (DABDOUB et al, 2009). Por isso as amostras foram
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analisadas por cromatografia gasosa pela metodologia apresentada no item 3.3.1.5.

Na Tabela 4.3 observa-se que o 6leo de pinhdo manso é o que mais apresenta
acidos graxos insaturados, 80,94% e o 6leo de babacu o que possui moléculas de cadeias
menores, cerca de 45% de seus acidos graxos sdo compostos pelo &cido ladrico. Por isso
eles sdo os Oleos que possuem menor viscosidade (Tabela 4.2), pois essa caracteristica é
inversamente proporcional ao grau de insaturacdo das moléculas dos &cidos graxos e
diretamente proporcional ao tamanho dessas (PINTO et al, 2005).

O sebo bovino possui um grande nimero de &cidos graxos de cadeia longa e
saturada (&cidos palmitico e estedrico), essa caracteristica faz com que o ponto de névoa

seja maior, facilitando entupimento de canos quando for se utilizar o biodiesel produzido.

Tabela 4.3. Composi¢do percentual em &cidos graxos dos 6leos de babacu, palma, pinhdo
manso, andiroba e sebo bovino.

Valores (Y%om/m)*
Acidos Graxos Babacu Palma Pinhao Andiroba Set_)o
Manso Bovino

C8:0 Octandico 3,50 - - - -
C10:0 Caprico 4,50 - - - 0,07
C12:0 L&urico 4470 0,10 0,02 0,05 0,13
C14:0 Miristico 17,50 1,20 0,07 0,06 2,62
C15:0 Pentadecandico - - 0,03 0,02 0,52
C16:0 Palmitico 9,70 46,80 12,90 29,01 22,94
Cl6:1 Palmitoléico - - 0,87 0,90 2,40
C17:0 Margarico - - 0,12 0,13 1,25
Cl7:1 Margaroléico - - 0,05 0,05 0,52
C18:0 Estearico 3,10 3,80 5,63 9,95 18,90
C18:1 Trans Elaidico - - - - 5,68
C18:1 Oléico 15,20 37,60 39,73 46,90 34,92
C18:2 Trans Linoelaidico - - - - 0,23
C18:2 Linoléico 1,80 10,50 40,0 10,74 5,76
C18:3 Trans | Translinolénico - - - - 0,15
C18:3 Linolénico - - 0,22 0,25 0,68
Cl18:4 Estearidbnico - - - - 0,39
C20:0 Araquidico - - 0,18 1,35 0,23
C20:1 Gadoléico - - 0,07 0,10 0,22
C22:0 Behénico - - 0,05 0,31 0,07
C24:0 Lignocérico - - 0,06 0,18 0,04
NI Néo Identificado - - - - 2,28
Saturados 83,00 51,90 19,06 41,06 46,77
Insaturados 17,00 48,10 80,94 58,94 50,95

Massa molar média (g/mol) 709,40 864,18 860,00 830,00 856,76

* massa de acido graxo em relacéo & massa total de lipidios.
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4.3. Resultados referentes a triagem de lipases imobilizadas na sintese de biodiesel
pela transesterificacdo de diferentes matérias-primas lipidicas (6leos vegetais e sebo

bovino).

Os ensaios de transesterificagcdo foram efetuados nas condigdes descritas no item
3.3.3 e 0s resultados s&o apresentados a seguir.

Os resultados apresentados na Tabela 4.5 indicam que todas as preparacdes de
lipase imobilizada nas condicdes testadas foram capazes de formar os principais ésteres de
acidos graxos presentes nas fontes lipidicas usadas e que todas as lipases apresentaram um
comportamento similar em termos de seletividade para os acidos graxos presentes em
maior concentracdo em cada material lipidico.

Os resultados obtidos referentes ao rendimento da reagéo de transesterificagdo em
funcdo do tempo séo apresentados na Figura 4.1 e detalhados nos Anexos 8.1 a 8.4. Os
rendimentos em ésteres e produtividades alcancados para 48h de reacédo e cada preparacdo

de lipase testada sdo mostrados na Tabela 4.4.

Tabela 4.4. Valores de rendimento (%), e produtividade (mg/g.h) obtidos nas reacGes de
transesterificacdo para 48h de reacdo e cada material lipidico catalisados por diferentes
lipases imobilizadas.

Fonte lipidica Enzimas Rendimento Produtividade
(%) (mg/g.h)
Novozym 435 94,90 13,96
Babacgu Lipozyme TL IM 84,63 12,54
PS Amano IM 96,92 15,65
Novozym 435 98,85 15,02
Pinhdo manso Lipozyme TL IM 94,00 14,59
PS Amano IM 100,00 16,53
Novozym 435 82,73 12,74
Palma Lipozyme TL IM 74,00 11,39
PS Amano IM 96,70 14,89
Novozym 435 86,95 13,54
Andiroba Lipozyme TL IM 73,77 11,46
PS Amano IM 72,82 11,25
Novozym 435 83,37 13,76
Sebo bovino Lipozyme TL IM 66,74 10,88
PS Amano IM 92,03 14,94
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Tabela 4.5. Concentragdo em ésteres de etila formados nas reacdes de transesterificagdo enzimética de diferentes fontes lipidicas e etanol, no

tempo de 48horas.

Fonte Enzimas Concentracédo Total Esteres etilicos (Yom/m)*
lipidica (9/9)* C8 |cC10| c12 | c14 | Ci16 C18 | Ci18:1 | C18:2
Novozym 435 0,6747 2,88 | 3,17 | 37,20 | 10,40 | 5,20 0,08 7.29 1,26
Babagu Lipozyme TL IM 0,6017 3,00 | 294 | 30,98 | 8,90 5,09 0,11 7,79 1,36
PS Amano IM 0,7514 3,63 | 363| 3869 |1168| 6,61 0,53 8,44 1,92
Novozym 435 0,7212 - - - - 11,50 9,42 24,59 26,61
Pinhdo Lipozyme TL IM 0,7002 - - - - 10,79 8,03 24,04 19,98
manso PS Amano IM 0,7936 - - - - 12,06 3,02 25,22 39,05
Novozym 435 0,6114 - - - 0,025 | 28,79 3,11 23,97 5,24
Palma Lipozyme TL IM 0,5467 - - - 0 26,55 2,86 21,05 4,19
PS Amano IM 0,7149 - - - 0,16 | 37,04 4,38 24,71 5,19
Novozym 435 0,6500 - - - - 23,41 6,29 27,98 6,84
Andiroba Lipozyme TL IM 0,5500 - - - - 21,77 5,79 22,14 5,01
PS Amano IM 0,5400 - - - - 22,81 6,29 20,21 4,70
Novozym 435 0,6607 - - - 2,14 22,19 6,88 27,84 7,01
Sebo bovino Lipozyme TL IM 0,5222 - - - 1,34 | 17,24 7,02 21,65 4,97
PS Amano IM 0,7174 - - - 1,69 | 24,22 10,06 28,86 6,69

1 massa de éster em relagdo a massa de meio reacional.
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Oleo de andiroba, (e) sebo bovino.
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Analisando a Figura 4.1 e a Tabela 4.5, verifica-se que tanto a velocidade de reagdo quanto
o rendimento em ésteres foram dependentes da fonte de lipase e do material lipidico
empregados. Os maiores rendimentos foram obtidos para os 6leos de pinhdo manso e
babagu. Com o 6leo de pinhdo manso os rendimentos foram de 100% com a enzima PS
Amano IM; 98,85% para a enzima Novozym 435 e 94% para a Lipozyme TL IM. Com o
6leo de babagu as enzimas PS Amano IM e Novozym 435 apresentaram comportamento
semelhante, 96,92% e 94,90%, respectivamente. A enzima Lipozyme TL IM foi a que
apresentou menor resultado com o 6leo de babacu, 84,63%, e com as outras fontes
lipidicas.

O maior rendimento encontrado para o0s 6leos de pinhdo manso e babacu para as
enzimas PS Amano e Novozym pode ser explicado pelo fato de as duas serem néo
especificas. A enzima Lipozyme TL IM apresentou comportamento diferente destas duas,
por se uma enzima 1-3 especifica, mas seus resultados foram satisfatorios com os 6leos de
pinhdo manso e babagu. O menor rendimento também pode ser atribuido ao papel da 4gua
no meio reacional, que apesar de ser essencial para manter a flexibilidade conformacional
da enzima, pode, no entanto ter contribuido para reduzir a atividade da preparacdo
enzimética deste biocatalisador.

A maior velocidade de reagéo inicial foi obtida para as enzimas Novozym 435 e PS
Amano IM com o 6leo de babagu (Figura 4.1-a), o que pode ser explicado devido as
menores cadeias desse 6leo que interagem de forma mais eficaz com a enzima e o alcool.
As reacdes com o 6leo de andiroba foram as mais lentas (Figura 4.1- d), pode ter ocorrido
a formacéo de agua nessas reacdes, reduzindo a atividade das enzimas.

O menor rendimento obtido com o 6leo de andiroba pode ser atribuido também a
alguma caracteristica da matéria-prima, como por exemplo, grande tempo de estocagem,

que veio a oxidar o 6leo, diminuindo a atividade da enzima na reacdo de transesterificacao.

4.3.1.Viscosidade cinematica do biodiesel

A viscosidade pode ser usada como um parametro para o controle da reagdo de
biodiesel, confirmando a conversdo dos dleos vegetais ou gorduras animais em ésteres
(KNOTHE et al., 2006) pela redugdo acentuada da viscosidade da matéria-prima e do
biodiesel. Para a determinagdo da viscosidade do biodiesel foi adotada a metodologia

descrita no item 3.3.4.2.
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A Tabela 4.5 mostra os valores encontrados para a viscosidade das amostras de

biodiesel obtidas em cada reagdo. Todas as amostras apresentaram consistente reducgdo da

viscosidade em relacdo ao seu material lipidico original, o que também confirma a

conversdo dos triglicerideos em ésteres etilicos, como determinado por cromatografia de

fase gasosa (Tabela 4.6).

Tabela 4.6. Valores de viscosidade cinemétcia (cSt) obtidos nas reacbes de
transesterificacdo para 48h de reagdo e cada material lipidico catalisados por diferentes

lipases imobilizadas.

Fonte lipidica Enzimas Viscosidade Cinematica
(cSt)
Novozym 435 4,85
Babacu Lipozyme TL IM 6,22
PS Amano IM 4,98
Novozym 435 6,34
Pinhdo manso Lipozyme TL IM 7,39
PS Amano IM 6,86
Novozym 435 7,32
Palma Lipozyme TL IM 8,21
PS Amano IM 6,23
Novozym 435 8,46
Andiroba Lipozyme TL IM 11,60
PS Amano IM 14,84
Novozym 435 8,61
Sebo bovino Lipozyme TL IM 10,39
PS Amano IM 7,45
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Valores de viscosidade cinemética do biodiesel nas reacfes
de transesterificacdo

@ Novozym 435
16 - )
O Lipozyme TL IM
@ PS Amano IM

Limite ANP

0 ‘
Babacgu Pinhéo Palma Andiroba  Sebo Bovino

Viscosidade Cinemaética (cSt)
(o]

Material lipidico

Figura 4.2. Grafico da viscosidade do biodiesel produzido por diferentes materiais
lipidicos comparada ao limite estabelecido pela ANP.

As amostras de matérias-primas com maior concentracdo de A&cidos graxos
saturados em sua composicéo deveriam apresentar-se mais viscosas que aquelas com maior
presenca de acidos graxos insaturados, e isso foi observado nos resultados obtidos.

Na Figura 4.2 sdo apresentados os valores de viscosidade para cada material
lipidico em relacdo as normas da ANP (3,0 a 6,0 cSt), observa-se que somente as amostras
de biodiesel de babacu com as enzimas Novozym 435 e PS Amano IM apresentaram
valores de viscosidade dentro dessas normas.

Para os outros materiais lipidicos, os altos valores de viscosidade podem ser
atribuidos a conversdo insuficiente. Para aumentar a conversdo, pode-se pensar em
aumentar a massa de biocatalisador ou 0 tempo de reacéo.

Como os valores de viscosidade obtidos ainda ndo se encontram na faixa
estabelecida pela ANP é necessario um estudo de otimizacdo desta reagdo em funcdo de
vérios pardmetros de controle, tais como viscosidade, rendimento de transesterificagdo e
estabilidade térmica (termogravimetria). Uma alternativa seria a mistura de diferentes
matérias-primas, como realizado em RAMPIN, (2007) e DABDOUB et al., (2009).
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5. CONCLUSOES

Este trabalho teve como objetivo selecionar a fonte de lipase mais adequada para
sintetizar biodiesel a partir de diferentes fontes lipidicas e etanol, tomando como pardmetros
de avaliacdo do processo o rendimento global da reacdo e a produtividade. Assim também foi
possivel avaliar qual a melhor fonte lipidica para cada enzima.

Os resultados obtidos foram altamente satisfatorios, e com base nos dados relatados

neste trabalho pdde-se concluir que:

e As enzimas Novozym 435 e PS Amano IM apresentaram resultados muito
semelhantes, principalmente para os dleos de babacu (94,90 e 96,42%) e pinh&o
manso (98,98 e 100%).

e A preparacdo enzimética PS Amano IM apresentou um comportamento muito
semelhante ao da Novozym 435, que € a mais usada para mediar reacdes tipicas
das lipases. Desta forma apresenta-se como mais uma fonte promissora para
aplicagdo nessas reagoes.

e O menor desempenho obtido pela lipase Lipozyme TL IM pode ser atribuido & sua
especificidade ou ao papel da agua no meio reacional.

e Os Oleos de pinhdo manso e babagu apresentaram os resultados mais satisfatorios
para todas as enzimas, o que se deve a suas composi¢Bes em &cidos graxos,
mostrando-se assim excelentes alternativas na producéo de biodiesel.

e O 0leo de palma e o sebo bovino apresentaram resultados excelentes para as
enzimas PS Amano IM (96,70 e 92,03%) e Novozym 435 (82,73 e 83,37%), 0
Unico problema destas fontes lipidicas esta na alta viscosidade, o que ainda ndo é
totalmente revertido com a transesterificacdo enzimatica.

e O 0leo de andiroba foi o nico que apresentou rendimentos inferiores a 90% para
todas as enzimas, que pode ser atribuido a alguma caracteristica da matéria-prima,
como por exemplo, grande tempo de estocagem.

e As propriedades do produto transesterificado e semi-purificado ndo atenderam as
normas estabelecidas pela ANP para uso como combustivel, principalmente em

relagdo a viscosidade.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apresentam-se algumas sugestdes para a continuidade da pesquisa

o Determinar a estabilidade operacional dos biocatalisadores na sintese de biodiesel
em regime de bateladas consecutivas.

e Auvaliar a possibilidade de emprego de outras configuracdes de reatores , bem
como, estudar outras formas de agitagdo do meio reacional (agitacdo mecénica, por
exemplo), tornando possivel uma melhor homogeneidade das matérias-primas, que
é fundamental para a reagdo de transesterificacdo.

e Avaliar o emprego de outras condigdes para o processo como meio com fluido
supercritico e aquecimento por microondas.

e Auvaliar a preparagdo de blends preparados com a adicdo de biodiesel produzido a
partir de 6leo de soja (que é um 6leo menos viscoso), para diminuir a viscosidade

do biodiesel final.
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8. ANEXOS

ANEXO 8.1

Dados referentes aos testes de transesterificacdo do 6leo de babagu no reator de trés bocas.
Materiais:

- PS Amano IM: 6,26 g de etanol e 13,74 g de dleo de babacu (razdo molar 1:6)
quantidade de lipase massa seca: 2,189 (10%), com umidade de 9,09%.
- Lipozyme TL IM: 7,49 de etanol e 12,6 e 6leo de babagu (razdo molar 1:9)
quantidade de lipase massa seca: 2,199 (10%), com umidade de 9,70%.
- Novozym 435: 7,49 de etanol e 12,6 e 6leo de babacu (razdo molar 1:9)
quantidade de lipase massa seca: 2,169 (10%), com umidade de 7,80%.

Tempo de Reacéo Rendimento de transesterificacéo (%)
(h) Novozym 435 Lipozyme TL IM PS Amano IM
12 55,79 13,69 52,46
24 85,64 37,69 78,37
36 89,64 61,91 90,26
48 94,90 84,93 96,92
ANEXO 8.2

Dados referentes aos testes de transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso no reator de trés
bocas.

Materiais:
- PS Amano IM: 6,50 g de etanol e 13,50 g de 6leo de pinhdo manso (raz&o molar 1:9)

quantidade de lipase massa seca: 2,189 (10%), com umidade de 9,09%.
- Lipozyme TL IM: 6,50 g de etanol e 13,50 g de 6leo de pinhdo manso (razdo molar 1:9)

quantidade de lipase massa seca: 2,199 (10%), com umidade de
9,70%.
- Novozym 435: 6,50 g de etanol e 13,50 g de 6leo de pinhdo manso (razdo molar 1:9)
quantidade de lipase massa seca: 2,169 (10%), com umidade de
7,80%.
Tempo de Reagéo Rendimento de transesterificacdo (%)

(h) Novozym 435 Lipozyme TL IM PS Amano IM

12 76,96 52,21 30,47

24 90,42 83,05 72,56

36 95,34 90,70 85,60

48 98,85 94,00 100,00
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Dados referentes aos testes de transesterificacdo do ¢leo de palma no reator de trés bocas.

Materiais:

- PS Amano IM: 6,50 g de etanol e 13,50 g de dleo de palma (razdo molar 1:9)
quantidade de lipase massa seca: 2,189 (10%), com umidade de 9,09%.
- Lipozyme TL IM: 6,50g de etanol e 13,50 e dleo de palma (razdo molar 1:9)

quantidade de lipase massa seca: 2,199 (10%), com umidade de 9,70%.
- Novozym 435: 6,50g de etanol e 13,50 e 6leo de palma (razdo molar 1:9)
quantidade de lipase massa seca: 2,169 (10%), com umidade de 7,80%.

Tempo de Reacéo Rendimento de transesterificacéo (%)
(h) Novozym 435 Lipozyme TL IM PS Amano IM
12 35,35 30,19 33,70
24 70,69 60,37 67,39
36 76,41 67,19 89,10
48 82,13 74,00 96,70
ANEXO 8.4

Dados referentes aos testes de transesterificagdo do 6leo de andiroba no reator de trés bocas.

Materiais:

- PS Amano IM: 6,65 g de etanol e 13,35 g de 6leo de andiroba (razdo molar 1:6)
quantidade de lipase massa seca: 2,189 (10%), com umidade de 9,09%.
- Lipozyme TL IM: 6,65¢g de etanol e 13,35 e dleo de andiroba (razdo molar 1:9)

quantidade de lipase massa seca: 2,199 (10%), com umidade de 9,70%.
- Novozym 435: 6,65¢g de etanol e 13,35 e 6leo de andiroba (razdo molar 1:9)
quantidade de lipase massa seca: 2,169 (10%), com umidade de 7,80%.

Tempo de Reacéo Rendimento de transesterificacéo (%)
(h) Novozym 435 Lipozyme TL IM PS Amano IM
12 74,59 59,60 63,89
24 75,75 66,10 67,90
36 79,47 68,18 70,18
48 86,95 73,77 72,82




ANEXO 8.5
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Dados referentes aos testes de transesterificacdo do sebo bovino no reator de trés bocas.

Materiais:

- PS Amano IM: 4,9 g de etanol e 15,10 g de sebo bovino (razdo molar 1:6)
quantidade de lipase massa seca: 2,189 (10%), com umidade de 9,09%.
- Lipozyme TL IM: 4,9 g de etanol e 15,10 g de sebo bovino (razdo molar 1:6)

quantidade de lipase massa seca: 2,16g (10%), com umidade de

- Novozym 435: 4,9 g de etanol e 15,10 g de sebo bovino (raz&o molar 1:6)
quantidade de lipase massa seca: 2,199 (10%), com umidade de 7,80%.

Tempo de Reacao

Rendimento de transesterificacdo (%)

(h) Novozym 435 Lipozyme TL IM PS Amano IM
12 56,40 38,52 53,29
24 76,50 61,19 69,90
36 76,73 66,51 80,38
48 83,67 66,41 92,01




