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RESUMO

A utilizacdo de biodiesel como combustivel tem apresentado um potencial promissor
no mundo inteiro. Apesar dos possiveis beneficios ambientais no emprego de 6leos vegetais
para conversdo em biodiesel como substituto ao diesel, barreiras do ponto de vista
econbmico e ético, como concorréncia do uso do solo e 4gua com culturas alimentares e
para outros fins técnicos, motivaram a busca de matérias-primas alternativas para producao
deste biocombustivel. Dentre as alternativas estudadas, a reutilizacdo de 6leos e gorduras
vegetais e animais residuais de processos de fritura de alimentos tem se mostrado atraente,
pois o consumo de alimentos fritos e pré-fritos tem aumentado nos udltimos anos,
provocando um aumento na produgéo de OGRF’s (Oleos e Gorduras Residuais de Fritura).

Neste trabalho estudaram-se reacdes de alcodlise de 6leos e gorduras comestiveis
usados em frituras para producdo de biodiesel catalisada por lipase imobilizada. As
amostras de OGRF’s foram coletadas em estabelecimentos comerciais da cidade de
Maceio. Estas amostras foram entdo caracterizadas quanto aos indices de acidez e de iodo,
viscosidade cinematica, massa especifica e composi¢cdes em acidos graxos. Um estudo
para se determinar a temperatura em que a enzima (Novozym 435) apresenta melhor
atividade, na faixa compreendida entre 40-60°C, foi realizado. A reacdo de alcodlise foi
catalisada pela lipase comercial imobilizada Novozym 435. Os experimentos foram
realizados de acordo com um planejamento experimental fatorial fracionario 2** onde as
variaveis estudadas foram temperatura (40-60°C), tempo de reacdo (24-72h), concentracao
de enzimas (5-10%) e razdo Oleo:etanol (1:3-1:9). A determinacdo do rendimento em
ésteres etilicos (biodiesel) foi realizada por cromatografia gasosa. Dentre os resultados, o
maior rendimento (87,3%) foi obtido nas condicbes de maiores temperatura, concentracdo

enzimas, tempo reacional e razao 6leo:etanol.

Palavra-chave: biodiesel, alcodlise, lipase, 6leos e gorduras residuais de fritura.
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ABSTRACT

The use of biodiesel as a fuel has showed a high potential all over the world. In spite
of the possible environmental benefits of the vegetable oil use to conversion into biodiesel as
a substitute for the diesel, barrels in the economic and ethic points of view, as soil and water
use in competition with food cultures and to other technical purposes, motivated the search
of alternative raw material for biodiesel production. Among the studied alternatives, the
reutilization of residual animal and vegetable oils and fats from food frying processes has
shown to be attractive, because the consumption of fried and pre fried food has increased in

the last years, causing rise in production of OGRF’s ( Fried Residual Fats and Qils).

In this work transesterification reactions of vegetables oils and fats used in frying
processes was studied for biodiesel production with immobilized lipases. The samples of
OGRF’'s were collected in commercial establishments in Macei6 city. These samples were
characterized concerning its acidity index, iodine index, cinematic viscosity, specific mass, fat
acid composition. A study on temperature in which the lipase (Novozym 435) presents better
enzymatic activity, in the range between 40-60°C, was carried out. The alcoholysis reaction
was catalyzed by immobilized commercial lipase Novozym 435, the experiments were done
according to an factorial experimental design 2*' where the variables study were:
temperature (40-60°C), reaction time (24-72h), enzyme concentration (5-10%) and oil-
ethanol rate (1:3-1:9). The determination of yield in ethyl esters (biodiesel) was
accomplished by gas chromatography. Among these results, the higher yield was obtained in

higher conditions of temperature, enzyme concentration, reaction time and oil: ethanol rate.

Key words: biodiesel, alcoholysis, lipase, oil and fat frying waste.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de biodiesel como combustivel tem apresentado um potencial promissor
no mundo inteiro, tanto pela sua enorme contribuicdo ao meio ambiente, com a reducéo
gualitativa e quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental, como por ser fonte estratégica de

energia renovavel em substituicdo ao 6leo diesel e outros derivados do petréleo.

As principais matérias-prima para producdo de biodiesel sdo 6leos e gorduras
animais e vegetais, sendo o 6leo de soja 0 mais utilizado no Brasil. Apesar de sua baixa
produtividade em lipideos, a soja corresponde hoje a aproximadamente 90% da producéo
brasileira de 6leos, o que faz com que seja a matéria-prima preferencial da industria do
biodiesel. Conforme o Ministério de Minas e Energia, a producdo de biodiesel de soja no
pais cresceu em 2008 de 78% em janeiro para 85% em novembro (SUAREZ et al., 2009).

A producéo de biodiesel a partir de 6leos e gorduras vegetais e animais pode ser
realizada usando diferentes processos cataliticos. Nos Ultimos anos o estudo da catalise
enzimatica para sintese de biodiesel tem mostrado grande progresso, encorajado
principalmente por problemas de poluicdo dos métodos convencionais e problemas de
separacao de produto. As dificuldades associadas ao controle do processo e ao aumento de
escala, bem como ao elevado custo das lipases, tém reduzido a aplicagédo industrial desses
catalisadores para modificacdo de Oleos e gorduras. Para que a alcodlise enzimatica possa
competir com a produgdo quimica de biodiesel, alguns pontos de natureza técnica devem
ser considerados: a imobilizacdo da lipase, por exemplo, é um fator limitante na economia
do processo. As lipases, devido a sua natureza protéica, podem sofrer ao longo de uma
reacdo um processo de desnaturagdo com perda progressiva da atividade funcional.
Todavia o procedimento de imobilizacédo da lipase, possibilitando uma posterior reutilizacéo
do biocatalisador, pode tornar o processo viavel sob os pontos de vista comercial e
econbmico (SHIMADA et al., 2002; VILLENEUVE et al., 2000; WATANABE et al., 2002;
ZHANG et al., 2003).

Atualmente, a reciclagem de residuos agricolas e agro-industriais vem ganhando
espaco cada vez maior, ndo simplesmente porque os residuos representam "matérias
primas" de baixo custo, mas, principalmente, porque os efeitos da degradacdo ambiental
decorrente de atividades industriais e urbanas estdo atingindo niveis cada vez mais

alarmantes. Varios projetos de reciclagem tém sido bem sucedidos no Brasil e dentre eles



destacam-se 0 aproveitamento de papel, plasticos, metais, 6leos lubrificantes automotivos e
industriais, soro de leite e bagacgo de cana. Dentre os 6leos vegetais, pode-se reciclar o 6leo
comestivel utilizado em frituras para ser convertido em biodiesel. Os destinos desses 0leos
em cidades grandes incluem a producdo de sabdo, de massa de vidraceiro e de racéo
animal, mas também tém parte de seu volume descartado diretamente no esgoto doméstico.
O Odleo, depois de usado, torna-se um residuo indesejado e sua reciclagem como
biocombustivel alternativo ndo so6 retiraria do meio ambiente um poluente, mas também
permitiria a geracdo de uma fonte alternativa de energia. Assim, duas necessidades basicas
seriam atendidas de uma s6 vez (COSTA NETO et al., 2000).



2. OBJETIVOS

2.1 - OBJETIVO GERAL

Neste trabalho estudou-se as reacdes de alcodlise de déleos e gorduras comestiveis
usados em frituras para producéo de biodiesel catalisada por lipases imobilizadas.

2.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Adquirir amostras de OGRF’s em estabelecimentos comerciais na cidade de Maceio
e realizar tratamento de purificagao.

e Caracterizar esses 0leos e gorduras residuais de fritura.
e Determinar a atividade lipolitica da enzima em diferentes temperaturas.

e Estabelecer um planejamento de experimentos, visando determinar as condi¢ges
experimentais, dentro de um intervalo de estudo, que maximizem a sintese de
biodiesel (resultante da reag&o de alcoodlise enzimatica), bem como avaliar os efeitos
das variaveis e de suas interagdes.

e Realizar reacdes de alcoodlise enzimatica, obtendo assim o biodiesel.



3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DESTE ESTUDO

Apesar dos possiveis beneficios ambientais no emprego de Oleos vegetais para
conversao em biodiesel como substituto ao diesel, barreiras do ponto de vista econémico e
ético, como concorréncia do uso do solo e agua com culturas alimentares e para outros fins
técnicos, motivaram a busca de matérias-primas alternativas para producdo de

biocombustiveis.

Dentre as alternativas estudadas, a reutilizacdo de Oleos e gorduras vegetais
residuais de processos de fritura de alimentos tem se mostrado atraente, pois, 0 consumo
de alimentos fritos e pré-fritos tem aumentado nos ultimos anos, provocando um aumento na
producdo de Oleos e gorduras residuais de fritura (OGRF’s). Este residuo geralmente é
descartado diretamente no esgoto doméstico. Este descarte incorreto dos residuos de 6leo
vegetal é um problema antigo. E sabido que cada litro de 6leo despejado no esgoto tem
capacidade para poluir cerca de um milh&o de litros de 4gua dos rios e lencois freaticos. Ao
ser jogado no esgoto encarece o tratamento dos residuos em até 45%, e o que permanece
nos rios cria uma barreira que dificulta a entrada de luz e a oxigenagcdo da agua,
comprometendo assim, a base da cadeia alimentar aquética e contribuindo para a
ocorréncia de enchentes (FERNANDES et al., 2008). Além disso, a decomposi¢do do 6leo
de cozinha emite metano na atmosfera, uma espécie de gas inodoro, incolor, que quando
adicionado ao ar atmosférico transforma-se em mistura de alto teor explosivo. Além do que,
0 metano é um dos principais gases que causam o efeito estufa contribuindo para o

aguecimento da Terra.

Dentro desse contexto, o aproveitamento energético de 6leos e gorduras residuais
descartados nos processos de fritura é importante, sob o ponto de vista de salde humana,
bem como para o meio ambiente e para a economia do pais. Sua utilizagdo possibilita a
producdo de um combustivel de alto valor energético. A reutilizacdo de 6leos e gorduras
residuais resultantes de processos de frituras de alimentos tem se mostrado atraente, na
medida em que aproveita o 6leo vegetal como matéria-prima para fabricacdo de combustivel
apoés a sua utilizacdo na cadeia alimentar, resultando assim num segundo uso, ou mesmo

numa destinagdo alternativa a um residuo de producéo de alimentos.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 - BIODIESEL

4.1.1 — CONSIDERACOES GERAIS

Com o aumento da demanda por combustivel e a crescente preocupacdo com o
meio ambiente tem se buscado novas rotas alternativas de energia no Brasil e no mundo
(SUAREZ et al., 2009). Neste contexto, 0 biodiesel tem se apresentado como um substituto
natural do diesel de petroleo, que além de ser produzido a partir de fontes renovaveis como
Oleos e gorduras vegetais e animais e Oleos utilizados em frituras, proporcionam uma
geracdo descentralizada de energia e um apoio a agricultura familiar, criando melhores
condi¢des de vida em regides carentes, valorizando potencialidades regionais e oferecendo
alternativas a problemas econémicos e sécio-ambientais de dificil solugdo (RAMOS et al.,
2003).

Comparado ao 6leo diesel derivado de petréleo, o biodiesel pode reduzir em 78% as
emissdes de gas carbdnico, considerando-se a reabsorcdo pelas plantas. Além disso, reduz
em 90% as emissdes de fumaca e praticamente elimina as emissdes de 6xido de enxofre. E
importante frisar que o biodiesel pode ser usado em qualquer motor de ciclo diesel, com

pouca ou nenhuma necessidade de adaptacao (LIMA et al., 2004).

De um modo geral, o biodiesel foi definido pela “National Biodiesel Board" dos
Estados Unidos como o derivado mono-alquil éster de acidos graxos de cadeia longa,
proveniente de fontes renovaveis como 6leos vegetais ou gordura animal, cuja utilizacao
estd associada a substituicdo de combustiveis fésseis em motores de ignigdo por
compressao (motores do ciclo Diesel)(COSTA NETO, 2002).

Porém no Brasil aceita-se a definicdo da Lei n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005.
Essa lei define que biodiesel é o “biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso
em motores a combustdo interna com igni¢cdo por compressao ou, conforme regulamento,
para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente
combustiveis de origem fdssil” (ANP, 2009). Por essa definicdo, ndo existe nenhuma
restricdo quanto a rota tecnoldgica, sendo possivel utilizar como biodiesel os produtos

obtidos pelos processos de transesterificacdo, esterificacdo e craqueamento.

Enquanto combustivel, o biodiesel necessita de algumas caracteristicas técnicas que

podem ser consideradas imprescindiveis. A reacdo de transesterificacdo, por exemplo, deve
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ser completa, acarretando auséncia total de acidos graxos remanescentes e o0

biocombustivel deve ser de alta pureza, ndo deve conter nem tracos de glicerina livre, de

catalisador residual ou de alcool excedente da reacao (COSTA NETO, 2002).

Como combustivel o biodiesel possui algumas caracteristicas que representam

vantagem sobre os combustiveis derivados de petréleo, como pode ser observado na

Tabela 1.

Tabela 1 — Propriedades complementares atribuidas ao biodiesel em comparagéo ao 6leo
diesel de petroleo (COSTA NETO et al., 2000; FERNANDES et al., 2008).

CARACTERISTICAS

PROPRIEDADES COMPLEMENTARES

Caracteristicas quimicas

apropriadas

Livre de enxofre e compostos aromaticos, alto nimero de
cetanos, ponto de combustdo apropriado, excelente

lubricidade, nado toxico e biodegradavel

Ambientalmente benéfico

Nivel de toxicidade compativel ao sal ordinario, com
diluicdo téo rapida quanto a do acucar (Departamento de
Agricultura dos Estados Unidos)

Menos poluente

Reduz sensivelmente as emissfes de: (a) particulas de
carbono (fumaca), (b) mondxido de carbono, (c) 6xidos

sulfuricos e (d) hidrocarbonetos policiclicos arométicos

Economicamente competitivo

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

uma infra estrutura ou politica de treinamento

Reduz o aquecimento global

O gas carbbnico liberado é absorvido pelas oleaginosas
durante o crescimento, o que equilibra o balango negativo

gerado pela emisséo na atmosfera

Economicamente atraente

Permite a complementacdo do salario das classes de

baixa renda

Regionalizacéo

Pequenas e médias plantas para producdo de biodiesel
podem ser implantadas em diferentes regides do pais,

aproveitando a matéria-prima disponivel em cada local

Deve-se ainda ressaltar que a insercdo do biodiesel na matriz energética nacional

representa um poderoso elemento de sinergia para o agronegécio da cana-de-agucar, cujo

efeito sera extremamente benéfico para a economia nacional. A producdo de etanol é

expressiva em praticamente todas as regifes do nosso pais. E com a evidente decadéncia
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das fontes fésseis, nenhuma outra regido tropical tem porte e condi¢cfes tdo favoraveis para
assumir a posicdo de um dos principais fornecedores de biocombustiveis e tecnologias
limpas para o século XXI (SAAD, 2005).

4.1.2 - METODOS DE OBTENCAO
O biodiesel pode ser obtido por diferentes rotas tecnolbgicas: cragueamento,

esterificacdo e transesterificacao.

- Craqueamento

s

O cragueamento térmico ou pirélise é o processo que provoca a quebra de
moléculas por aguecimento a altas temperaturas, isto é, pelo aguecimento da substancia na
auséncia de ar ou oxigénio a temperaturas superiores a 350°C, formando uma mistura de
compostos quimicos com propriedades muito semelhantes as do diesel de petréleo. Em
algumas situacdes esse processo € auxiliado por um catalisador para a quebra das ligagoes
gquimicas, de modo a gerar moléculas menores (SUAREZ et al., 2007; SUAREZ et al., 2009).

A matéria-prima € submetida a altas temperaturas, decompondo termicamente os
triglicerideos, como demonstrado na Figura 1, com um rendimento de aproximadamente
60%, produzindo um combustivel composto por uma mistura de hidrocarbonetos e
compostos oxigenados, lineares ou ciclicos, tais como alcanos, alcenos, cetonas, acidos
carboxilicos e aldeidos, além de mondxido e diéxido de carbono e dgua (SUAREZ et al.,
2007; SUAREZ et al., 2009).

Porém, as plantas para este processo tém custos elevados para uma producdo em
pequena escala e o rendimento € baixo se comparado com 0s da transesterificacdo e

esterificacao.

0 WW

I
R - C - 0 - CHz Wm

0 Alta temperatura’ ™S

I Catalisador 0
R-C-0-CH - I!E

Wm H'U“

0 e

1 H:00 CO2 O Hy=C—C_
R.-C-0-CH, H

Figura 1 - Craqueamento de triglicerideos (SUAREZ et al., 2009).
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- Esterificacéo

A esterificacdo consiste na reacdo entre os acidos carboxilicos, encontrados nos
Oleos vegetais, com metanol ou etanol para formar ésteres metilicos ou etilicos,

respectivamente e agua, de acordo com a Figura 2.

9 O
L HA (':.'J
+ R——OH SN + Hg
R" "OH R" OR
Acido carboxilico Alcool Ester Agua

Figura 2 - Reacgédo de esterificacao.

Geralmente, a reacdo de esterificagcdo € catalisada por acidos inorganicos como o
acido sulfarico. A reacdo de esterificagcéo € reversivel e 0 &cido catalisa tanto a reacao direta
(a esterificacdo) como a reacdo inversa (a hidrélise do éster). Assim, para deslocar o
equilibrio em favor dos produtos podem-se utilizar dois métodos: remocdo de um dos
produtos, preferencialmente a agua; ou utilizar um excesso de um dos reagentes, como 0
alcool.

O processo de esterificacdo ocorre preferencialmente com &lcoois de baixo peso
molecular, sendo metanol o mais usado devido seu baixo custo de aquisicdo. O etanol
utilizado na esterificagdo ndo necessita ser anidro uma vez que a agua pode ser retirada do
sistema reacional. Entretanto, ha uma grande dificuldade de encontrar na literatura dados
termodin@dmicos para a esterificagdo com os acidos graxos, de alto peso molecular, e dos
ésteres envolvidos nessas reagdes, importantes para a producdo do biodiesel (SUAREZ et
al., 2007).

- Transesterificacdo

Transesterificacdo nada mais € do que a separacdo da glicerina do 6leo vegetal
(Figura 3). Cerca de 20% de uma molécula de Oleo vegetal é formada por glicerina. A
glicerina torna o 6leo mais denso e viscoso. Durante o processo de transesterificacao, a
glicerina é removida do 6leo vegetal, deixando o 6leo mais fino e reduzindo a viscosidade
(SANTOS, 2007; SUAREZ et al., 2007).
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A molécula de dleo vegetal é formada por trés ésteres ligados a uma molécula de
glicerina, o que faz dele um trigliceridio (COSTA NETO, 2002).

CHz-D-CGR CH_. OH
| i | 2
(|:H 0-COR + poy —oalisador opc0OR + CH. oH
|
CHE_ 0 .- COR CHE- OH
Triglicerideo Alcool Esteres alquilicos Glicerina
{biodiesel)

Figura 3 - Reacao de transesterificagdo do triglicerideo.

A transesterificacdo de Oleos e gorduras animais ou vegetais, também denominada
de alcodlise, pode ser conduzida por uma variedade de rotas tecnologicas em que diferentes
tipos de catalisadores podem ser empregados, como bases inorganicas, acidos minerais,
resinas de troca ibnica, argilominerais ativos, hidroxido duplo lamerales, superacidos,
superbases e enzimas lipoliticas (lipases) (FUKUDA et al., 2001; RAMOS, 2003; SANTOS,
2007).

A reacao de transesterificagdo € uma reacgdo reversivel, e necessita de excesso de
alcool para deslocar o equilibrio para direita. Os alcoois de cadeia curta (de 1 a 4 carbono)
sdo 0s mais utilizados na reagdo, sendo no Brasil, 0 uso do etanol o mais vantajoso, pois
este é produzido em larga escala para ser misturado a gasolina, além de ser um produto
obtido através da biomassa, tornando o processo totalmente independente de petréleo e
totalmente agricola (FERRARI et al., 2005 ).

4.2 — OLEOS E GORDURAS RESIDUAIS DE FRITURA

Os Oleos e gorduras sdo substancias hidrofébicas (insolGveis em agua) que
pertencem a classe quimica dos lipideos, podendo ser de origem animal, vegetal ou
microbiana. A diferenca entre 6leos e gorduras reside exclusivamente na sua aparéncia
fisica. O Conselho Nacional de Normas e Padrdes para Alimentos define a temperatura de
20°C como o limite inferior para o ponto de fusdo das gorduras, classificando como 6leo
quando o ponto de fusdo situa-se abaixo de tal temperatura (CAMARA, 2006). Esta é a

classe de maior abundéancia na natureza, sendo constituida por uma mistura de diversos
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compostos quimicos, sendo 0s mais importantes os &cidos graxos livres e seus derivados,

como triacilglicerideos e fosfatideos.

A fritura tem contribuido para o aumento do consumo de 6leos e gorduras, visto que
€ um processo de coccdo de alimentos de grande palatabilidade em todas as idades e
classes sociais, por gerar alimentos agradaveis sensorialmente e pela facilidade de
manipulacdo e preparo desses alimentos (MENDONCGCA et al., 2008). Porém, os problemas
associados ao meio ambiente tém se agravado significativamente e para garantir a
sobrevivéncia no planeta deve-se concentrar o maximo esfor¢o para reciclar a maior parte

dos residuos gerados, e dentre eles os 6leos usados em frituras.

Os Oleos e gorduras utilizados repetidamente em fritura por imersdo sofrem
degradacao por reacfes tanto hidroliticas quanto oxidativas. A hidrélise ocorre devido a
presenca de agua, sendo mais rapida quando se submete alimentos com altos teores de
umidade a fritura. A oxidacao € o processo degradativo que acontece quando o oxigénio
atmosférico, ou aquele que esta dissolvido no 6leo, reage com acidos graxos insaturados
presentes (FOLETTO et al., 2007). A oxidacao, que € acelerada pela alta temperatura do
processo, € a principal responsavel pela modificacdo das caracteristicas fisico-quimicas e
organolépticas do 6leo. O 6éleo torna-se escuro, viscoso, tem sua acidez aumentada e
desenvolve odor desagradavel, comumente chamado de rango, tornando-se inadequado
para 0 processamento de alimentos mesmo quando submetido a purificagdo (COSTA
NETO, 2002; COSTA NETO et al., 2008).

A fritura por imersdo é um processo que utiliza 6leos ou gorduras vegetais como
meio de transferéncia de calor, cuja importancia € indiscutivel para a producéo de alimentos
em lanchonetes e restaurantes comerciais ou industriais a nivel mundial. Em
estabelecimentos comerciais, utilizam-se fritadeiras elétricas descontinuas com capacidades
gue variam de 15 a 350 litros, cuja operagcdo normalmente atinge temperaturas entre 180-
200°C. Ja em industrias de producdo de empanados, salgadinhos e congéneres, 0 processo
de fritura é normalmente continuo e a capacidade das fritadeiras pode ultrapassar 1000
litros. O tempo de utilizagdo do 6leo varia de um estabelecimento para outro, principalmente

pela falta de legislacdo que determine a troca do 6leo usado. (COSTA NETO et al., 2008)

O Brasil ainda ndo tem regulamento que monitora o descarte de 6leos e gorduras no
processo de fritura. Alguns indicadores utilizados por restaurantes e fastfoods, para
determinar o ponto de descarte do 6leo ou da gordura sdo: alteragdo de cor, a presenca de
fumaca em temperaturas de fritura, presenca de espuma e altera¢cées do aroma e do sabor,
0 que torna a avaliacao subjetiva. (O’'BRIEN,1998 apud SANIBAL e MANCINI FILHO, 2008)
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As Normas que regulamentam a adequacgdo de um 6éleo para o consumo no Brasil,
as NTA 50, provém alguns itens fisico-quimicos para controle da adequacéo do 6leo, assim
como: indice de iodo, valor de peréxido e indice de acidez, no entanto ndo se referem aos
6leos e gorduras de fritura. O indice de acidez apesar de ndo ser o melhor indice analitico
para avaliar a qualidade do 6leo ou gordura de fritura, € o parametro quimico escolhido pela
norma brasileira. O indice de acidez utilizado como ponto de referéncia pela NTA 50 é de
0,3% de acido oléico para Oleos e gorduras vegetais refinados (SANIBAL e MANCINI
FILHO, 2008; ANVISA, 2008).

4.3 — ENZIMAS

4.3.1 — CONSIDERACOES GERAIS

Produtos naturais encontrados em abundancia nos seres vivos e na natureza, as
enzimas sdo proteinas capazes de promover e acelerar reagbes quimicas, que regulam
grande nimero de processos biolégicos. Presentes em microrganismos, animais e vegetais,
elas sdo usadas direta ou indiretamente pela humanidade ha milhares de anos (COELHO et
al., 2008). No organismo, atuam em alta velocidade, controlando varias func¢des vitais do
metabolismo dos seres vivos, permitindo que estas fungdes tornem-se mais eficientes. Por
exemplo, no processo de mastigacdo e digestdo dos alimentos, sdo enzimas como as
amilases, as proteases e as lipases que permitem a transformacdo dos alimentos de modo

gque sejam corretamente absorvidos e transformados em energia.

As enzimas sdo altamente versateis na catalise de varios tipos de reagfes, que
ocorrem sob condi¢des suaves, normalmente a temperatura ambiente e em pH préximo a
neutralidade. As velocidades de algumas reacfes catalisadas por enzimas podem ser até
10'? vezes maiores do que as ndo catalisadas. Uma enzima geralmente catalisa uma Unica
reacdo quimica ou um conjunto de reagdes intimamente relacionadas. Reagdes colaterais
gue levam ao desperdicio de formacfes de produtos secundarios raramente ocorrem. O
grau de especificidade para o substrato € normalmente alto e, as vezes, absoluto. A
velocidade de uma reacdo enzimatica é influenciada pela concentragdo do substrato, pH,
concentracdo da enzima, temperatura e presenca de ativadores ou inibidores (COSTA
NETO, 2002; CASTRO et al., 2004).

As proteinas sédo formadas por quatro niveis de estrutura. A estrutura primaria, que é
definida como a sequéncia de aminoacidos e pontes de sulfetos, quando existirem, dando

uma completa descricdo das ligacGes covalentes da proteina. A estrutura secundaria refere-
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se as formas de cadeias polipeptidicas, a-hélice ou B-hélice. A terciaria pode ser descrita
como uma estrutura secundaria que apresenta configuracdo tridimensional devido as
interagcBes ndo-covalentes entre os aminodcidos das cadeias polipeptidicas; porém, é
constituida por apenas uma unidade de cadeia polipeptidica. A estrutura quaternaria refere-
se ao arranjo espacial das sub-unidades, ligadas por ligacées ndo covalentes ( HENDRIX et
al., 1998 apud FEIRHMANN, 2005). Segundo Scriban (1985) apud Feirhmann (2005) a
atividade das enzimas é funcao direta das estruturas terciaria ou quaternéria. Sendo assim,
todo tratamento que modifique a conformacdo da enzima (aquecimento, modificacdo do pH,
presséo), dificultando ou impedindo a fixacdo do substrato na enzima ou ainda modificando
a estrutura do sitio ativo, alterard as propriedades cataliticas da enzima e, portanto, o0 seu

funcionamento.

Grande parte do poder catalitico das enzimas deve-se a capacidade delas em
interagirem com o substrato em orientagfes favoraveis no complexo enzima-substrato (ES).
O substrato liga-se ao centro ativo da enzima e parte da especificidade catalitica da mesma
depende em parte da natureza das ligagcdes envolvidas. As enzimas possuem um “centro
ativo”, onde se processam as reagoes quimicas. Este é constituido de alguns residuos de
aminoacidos da cadeia da proteina que se encontram em intima e mutua proximidade
espacial (COSTA NETO, 2002).

Acredita-se que os aminoacidos que constituem o centro ativo formam na superficie
da enzima uma espécie de “fenda”, na qual o substrato pode ajustar-se. Esta fenda deve
possuir um formato definitivo, que acomoda algumas moléculas, como 0s substratos e
inibidores, mas rejeita outras espécies que impeca-os de entrar em contato ativo com a
enzima. Para adaptar-se ao centro ativo, um substrato deve ter uma forma complementar a
este. O modelo mais ilustrativo é o de Emil Fischer da chave e fechadura, reportado em
1890. No entanto, é evidente que as formas dos centros ativos de algumas enzimas séo
altamente modificadas pela interagdo com o substrato, como foi postulado por Daniel E.
Koshland Jr. em 1958. Os centros ativos dessas enzimas tém formas que sé&o
complementares a do substrato, mas somente depois de ligado. Esse processo de

reconhecimento dindmico é chamado de encaixe induzido (COSTA NETO, 2002).

4.3.2- LIPASES
As lipases sdo as enzimas que catalisam a hidrélise de acilglicerdis em &cidos
graxos, diacil glicer6is, monoacilgliceréis e glicerol (OBREGON, 2004 apud ALVES et al.,

2006). Sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes
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animais, vegetais e microbianas. Antigamente, elas eram predominantemente obtidas a
partir do pancreas de animais e usadas como auxiliar digestivo para consumo humano.
Atualmente, as lipases sdo produzidas, preferencialmente, a partir de microorganismos
devido as facilidades de controle e de aumento da capacidade produtiva dos processos
fermentativos, além da redug&o do seu custo de obtencdo. Em geral, os microorganismos
mais utilizados para producgéo de lipases sdo fungos dos géneros Rhiziopus, Aspergillus,
Geotrichum e Mucos (FACCIO, 2004; RODRIGUES, 2009).

O interesse industrial por tecnologias enziméticas vem aumentando gradativamente,
principalmente, nas é&reas de engenharia de proteinas e enzimologia em meios nao
convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas
como catalisadores em processos industriais. Entre os processos de maior interesse estao
as reacdes de hidrélise, sintese e interesterificacdo de lipideos por meio das lipases.
Atualmente, o maior consumidor de lipase € a industria de formulacao de detergentes, novas
aplicacbes vém se estabelecendo nos mais diversos campos, tais como industria
farmacéutica, quimica fina, cosméticos, oleoquimica, couros, polpa de celulose e papel e no
tratamento de residuos industriais. As lipases vém deste modo, conquistando uma faixa

crescente do mercado de enzimas industriais (RODRIGUES, 2009).

Mais de 95% dos processos enzimaticos empregados atualmente utilizam hidrolases
(proteases, carbohidrolases e lipases), por serem extremamente versateis, pois catalisam
vérias reac0Oes e diferentes substrados quando comparada as outras hidrolases (GANDHI,
1997 apud FACCIO, 2004). O potencial de aplicagdo de lipases em processos
biotecnoldgicos para modificagdo de 6leos e gorduras tem sido objeto de grande interesse
nos meios cientifico, econdmico e industrial, pois apresentam vantagens importantes sobre
os catalisadores classicos, como a especificidade, regiosseletividade e a
enantiosseletividade, que permitem a catalise de reagbes com numero reduzido de
subprodutos, baixo custo no tratamento de residuos e necessitando de condi¢des brandas
de temperatura e pressdo (PRAZERES et al., 1993 apud FACCIO, 2004).

As lipases atuam na interface 6leo/dgua de emulsdes e sdo ativas inclusive em
solventes orgéanicos. O fendmeno mais conhecido originado de estudos cinéticos de reacdes
lipoliticas é a “ativacao interfacial’, que relaciona o aumento da atividade da lipase em
funcdo de substratos insolluveis, que formam emulsdo. A determinacdo da estrutura
tridimensional da lipase fornece uma explicacdo elegante para a ativacao interfacial. O sitio
ativo das lipases é coberto por uma superficie entrelagada, denominada de tampa. Quando
h& ligacdo do substrato na superficie da enzima, esta tampa move-se, alterando a forma

fechada da enzima para a forma aberta, com o centro ativo agora acessivel ao substrato e,
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ao mesmo tempo, expondo uma larga superficie hidrofobica que facilita a ligagéo da lipase a
interface (DALLA-VECCHIA et al., 2004; RODRIGUES, 2009; URIOSTE, 2004). Entretanto,
recentemente, observou-se que a presenga da “tampa” nao esta necessariamente
correlacionada com a ativacdo interfacial, pois as lipases de Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia glumae e Candida antarctica B, que apresentam a “tampa” em suas estruturas,
ndo sofrem ativacéo interfacial (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

As lipases catalisam uma série de diferentes reacdes. Além de quebrar as ligacdes
de éster de triacilgliceréis com o consumo de moléculas de agua (hidrélise), as lipases sao
também capazes de catalisar a reacdo reversa sob condicbes microaquosas, como por
exemplo, a formacao de ligacdes éster, a partir de um alcool e acido carboxilico (sintese de
éster). Estes dois processos basicos podem ser combinados numa sequéncia légica para
resultar em reagbes de interesterificacdo (aciddlise, alcodlise e transesterificagéo),
dependendo dos reagentes de partida empregados (FACCIO, 2004; RODRIGUES, 2009).

HIZ .':: R R0 =R;
HOO—R ROOC—R
+
HOOIE—R ROCIZ— R,
o n » P
i lidroise 12" ROH / Alcodlise
—C—F [
- -I
i
— = ! o=k
) Y
I o H H
=R ! N i ! -
- HOOC—R | e
+ 1 £ . —OTC—R = I
Aciddlise ~ slicerdliza
) \ 1
L. LR, —C—R
i
—d_p, _ | H
| . Transestenficagso ) i |
I ; c—R _—
+
H —g, O—C— Ry
T
|l ll
—0—i—RY —C -—R
I T P
I_: (]
O—C—R'y 8 l[ Ra

Figura 4 - Representacdo esquemética das reagfes catalisadas por lipases
(RODRIGUES, 2009)
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Quanto as propriedades fisico-quimicas, as lipases sdo usualmente estaveis em
solugBes aquosas neutras a temperatura ambiente. A maioria delas apresenta atividade
Otima na faixa de temperatura de 30 a 40°C, sendo que sua termoestabilidade varia
consideravelmente em fungdo da origem. E em geral sdo ativas em uma ampla faixa de
valores de pH, apresentando uma alta atividade da faixa de pH 5-9 (COSTA NETO, 2002;
MACRAE e HAMOND, 1985 apud FACCIO, 2004).

4.3.3 - IMOBILIZACAO

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou bioldgicos,
podendo ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a catalise seja eficiente em
um determinado processo, ha necessidade de protegé-las, frente a este problema, o
desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo tem sido importante por proporcionar a
reutilizacdo das enzimas, facilitar a separacéo dos produtos e aumentar a estabilidade em
solventes organicos. O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em
comparagédo a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma atividade
catalitica superior. Além disso, ndo deverdo ocorrer alteracdes estruturais, bem como
modificagdes no sitio ativo. A imobilizagdo pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade
da enzima, porém ndo existe uma regra que prediga a manutencao destes parametros apos
0 processo de imobilizagdo (COSTA NETO, 2002; DALLA-VECCHIA et al., 2004; FACCIO,
2004; SAAD, 2005; WATANABE et al., 2002).

A imobilizagédo pode ocorrer de diferentes maneiras. No caso de lipases, numerosos
métodos de imobilizagdo s&o viaveis, cada um envolvendo diferentes graus de
complexidade e eficiéncia. Os varios métodos usados podem ser subdivididos em duas
categorias principais: método quimico quando ligac6es covalentes com formacéo de ligacéo
cruzada sao formadas com a lipase, e o método fisico, quando interacdes fracas ou
retencdo mecéanica € utlizada. No método fisico a lipase pode ficar retida ou
microencapsulada no interior de um gel insolavel, fibras porosas ou materiais adsorventes
(DALLA-VECCHIA et al.,, 2004). A escolha do suporte é dependente de diversas
caracteristicas que sao importantes para aplicacfes em processos industriais. Entre esses
fatores estdo a resisténcia microbioldgica, estabilidade térmica, durabilidade quimica e
funcional, caréater hidrofébico e hidrofilico, facilidade de regeneragéo, capacidade de carga e
baixo custo (COSTA NETO, 2002).
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Metodos para Imobilizagao de Enzimas
!

Encapsulagéo Ligagao

Em matriz Em membrana Paor adsorcao Far ligacao
] (fisica ou idnica) covalente

Figura 5 - Métodos para Imobilizacéo de Enzimas (Adaptada de COSTA NETO, 2002;
DALLA-VECCHIA et al., 2004).

A utilizacdo de lipases imobilizadas facilita o desenvolvimento de processos
continuos e também conduz a um decréscimo no potencial para a contaminacdo do produto
com lipase residual, o que facilita a separacéo do biocatalizador do sistema de reagéo para
posterior reutilizagdo, resultando em processos mais econdmicos. A imobilizacdo
geralmente aumenta a estabilidade térmica e quimica da lipase, podendo aumentar a
resisténcia aos efeitos desnaturantes de varios solventes organicos, permitindo um melhor
controle do processo e da qualidade do produto (MALCATA et al., 1990 apud FACCIO,
2004).

Portanto, o uso de enzimas imobilizadas como catalisadores de reacdes de alcodlise
apresenta uma série de vantagens, tais como: maior estabilidade, necessidade de baixos
teores de agua, menor interferéncia de inibidores e/ou ativadores da reacao, facilidade de
recuperacdo dos produtos, possibilidade de reutilizagdo das enzimas em processos
continuos ou em bateladas, maior facilidade de controle e de operagédo e a minimizagédo de
producdo de efluentes. Além disso, muitas vezes com o processo de imobilizacdo, as
propriedades enzimaticas sdo alteradas, produzindo-se biocatalisadores com atividade,
especificidade e estabilidade aumentadas, dependendo do tipo de suporte e da enzima
(PAIVA et al., 2000).
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4.4 — ALCOOLISE ENZIMATICA

A obtencao de biodiesel por meio da catdlise enzimatica ocorre através da alcoodlise
dos triacilglicerideos a partir da reagdo com um alcool, que pode ser metanol ou etanol, na
presenca de um catalisador enzimatico (lipases), resultando na producdo de alquilésteres
dos acidos graxos presentes na mistura que compde o 6leo ou gordura vegetal ou animal

utilizado.

Recentemente, o interesse em pesquisas com lipases, principalmente de origem
microbiana, tem crescido devido ao seu grande potencial biotecnolégico. Como
biocatalisadores, as lipases apresentam algumas vantagens importantes sobre os
catalisadores classicos industriais. Efetivamente, suas caracteristicas de especificidade,
regiosseletividade e enantiosseletividade, permitem a sintese de compostos de alta pureza,
com um numero reduzido de subprodutos e baixa geracdo de residuos. Além disso, os
processos enzimaticos requerem procedimentos mais faceis e baratos, que utilizam
temperatura e pressdo ambientes, condigbes que minimizam a degradacdo de compostos
labeis e evitam o uso de compostos quimicos com alto potencial de poluentes
(VILLENEUVE et al., 2000).

As plantas industriais de biodiesel em funcionamento no Brasil utilizam catélise
bésica, entretanto, por tratar-se de uma catalise homogénea, os produtos ndo saem com
grau de pureza tao alto devido aos elevados custos de purificacdo dos produtos da reagéo.
Por este motivo a aplicacdo de catalisadores enzimaticos tem sido muito estudada e, uma
vez otimizado, o processo enzimatico podera apresentar algumas vantagens em relagcéo ao
quimico (COSTA NETO, 2002; VILLENEUVE et al., 2000):

e Temperatura de reacdo mais branda;

e Menor influéncia de agua na matéria-prima e nos reagentes;

e NAao é necessaria a remocao do catalisador (quando na forma livre)
e Possibilidade de reutilizacdo do catalisador (quando imobilizadas);

e  Produtos com maior grau de pureza.

O elevado custo das lipases tem reduzido a aplicacdo industrial desses catalisadores
para modificagdo de Oleos e gorduras. A possibilidade de separacdo da enzima do produto
final para posterior reutilizacdo, através da imobilizagdo das enzimas, tem tornado a catalise

enzimatica mais viavel economicamente.
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Embora os processos de alcodlise enzimatica para obtencdo de biodiesel, ainda nédo
sejam comercialmente desenvolvidos, novos resultados tem sido reportados em artigos e
patentes. De um modo geral, estes estudos consistem na otimizacdo das condi¢des de
reacdo (solvente, temperatura, pH, tipo de microorganismo que gera a enzima, novas
tecnologias em imobilizagéo, etc.), a fim de estabelecer as caracteristicas para aplicacbes
industriais (COSTA NETO, 2002; SHIMADA et al., 2002; ZHANG et al., 2003).

Estudos realizados observaram que na alcodlise enzimatica, as lipases apresentam
sensibilidade a alcodis de cadeia curta (metanol e etanol), isso porque eles ndo possuem
boa solubilidade nos 6leos usados como substrato da reacdo, diminuindo assim o contato
dos Oleos com as enzimas, levando a uma desativacdo das mesmas e consequente
decréscimo no rendimento em biodiesel. Para minimizar este problema foram apontadas
algumas estratégias, tais como a adi¢do sucessiva do alcool em pequenas quantidades e o
uso de solventes organicos, tais como dioxano, éter de petrdleo e hexano (CHEN et al.,
2009; ROYON et al., 2007; SHIMADA et al., 2002; SUAREZ et al, 2007).

Portanto, o alcool utilizado como substrato na reacdo de alcodlise influencia na
necessidade do uso do solvente organico. Alcodis de cadeia menor, como metanol e etanol,
apresentam uma solubilidade menor aos 6leos normalmente usados para obtengédo de
biodiesel. Alcodis com cadeia maior, como propanol e butanol, apresentam melhor
solubilidade ao 06leo e dispensam o uso do solvente organico na reacdo (RODRIGUES,
2009).

A catalise enzimatica em meio organico apresenta uma série de vantagens (MONOT,
1994 apud FACCIO, 2004):

e Aumento da disponibilidade de substratos pouco sollveis em agua;

e Deslocamento do equilibrio das reacgdes;

e Diminuicdo do nimero de reacdes indesejaveis;

e Simplificagdo dos procedimentos de recuperacdo do produto e do
biocatalisador;

e Controle da estereoseletividade das reacdes enzimaticas;

e Diminuigdo do risco de contamina¢ao microbiana;

¢ Reducéo de eventuais inibicdes por substratos e produtos;

e Aumento da estabilidade da enzima.

Mas também apresentam algumas desvantagens como: desnaturacao e/ou inibicao

do catalisador pelo solvente organico, aumento da complexidade do sistema de reacéo e o
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aumento dos custos adicionais com 0s solventes e com a remogao posterior dos mesmos, ja

gue uma alta razdo (geralmente 1:40) do solvente € usada na reacao.

Oliveira et al (2004) estudaram a etandlise enzimética de 6leo de mamona com
lipase comercial (Lipozyme IM) usando n-hexano como solvente. Os experimentos foram
realizados variando a temperatura, as concentracdes de 4gua e enzima no meio reacional e
a razdo molar 6leo:etanol, conversdes de 100% foram alcancadas em diversas condi¢des
experimentais para os tempo de 6 e 8 horas de reacéo.

Faccio (2004) estudou a alcodlise enzimética do 6leo de mamona e de soja refinado
usando hexano como solvente organico e as lipases Lipozyme Im e Novozym 435. Quatro
sistemas foram estudados: mamona-Lipozyme IM, mamona-Novozym 435, soja-Lipozyme
IM e soja-Novozym 435. As reacdes de alcoodlise foram realizadas nas mesmas condi¢des
de temperatura (T), concentragdo de enzimas (E), concentracdo de agua (H) e razdo
Oleo:etanol (R) para os quatro sistemas, o que lhe permitiu concluir que a composicédo do
Oleo, o nivel de saturagdo ou insaturacdo, bem como as propriedades fisico-quimicas
podem interferir na atividade enziméatica e, consequentemente, na conversdo do processo.

Os resultados obtidos por Faccio (2004) estédo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 — Conversfes obtidas na alcodlise enzimatica dos 6leos de mamona e de soja

refinado em solvente organico (FACCIO, 2004)

Condigoes experimentais Conversao (%)
Mamona Mamona Soja Soja
Experimento T E H R Lipozyme Novozym Lipozyme Novozym

(°C) (% p/p) (% p/p) IM 435 IM 435

1 35 5 0 1:3 41,7 47,5 23,0 1,0
2 35 5 10 1:10 0,65 1,6 0,3 0,3
3 35 20 0 1:10 70,4 67,0 37,7 1.8
4 35 20 10 1:3 85,0 34,0 95,6 0,8
5 65 5 0 1:10 19,7 52,0 13,4 11,8
6 65 5 10 1:3 33,0 16,5 25,3 6,2
7 65 20 0 1:3 98,0 60,0 30,2 9,8
8 65 20 10 1:10 40,6 73,0 1,9 58
9 50 12,5 5 1:6,5 60,6 23,0 25,4 1,0
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Chem et al. (2009) estudaram o efeito da concentragéo de hexano, num intervalo de
0-20% em relagdo a massa do 0Oleo, na alcodlise enzimatica de 6leos residuais de cozinha
com a lipase imobilizada derivada de Candida sp. 99-125 e chegou a conclusdo de que o
acréscimo de até 15% de hexano na reacdo apresenta um aumento no rendimento em metil
ésteres, possivelmente porque o solvente promove um maior contato entre a molécula do
substrato com a enzima imobilizada e porque a concentracdo do alcool de cadeia curta
(metanol) foi diminuida pelo solvente diminuindo assim o efeito toxico do mesmo na lipase.
Porém, para concentracdes maiores que 15% houve uma reducdo no rendimento isso
porque decresce a oportunidade de contato entre as moléculas do substrato e a lipase

imobilizada.

Dossat et al. (2002) analisaram a transesterificacdo realizada em sistemas usando
solvente e livre de solvente. Utilizaram como substratos o acido oléico (6leo de girassol) e
butanol e lipase imobilizada de Rhizomucor miehei, concluiram que no sistema livre de
solvente somente 60% do acido oléico foi convertido em éster, ja no sistema com n-hexano

95% foi convertido.

A natureza do solvente organico é um fator importante a ser considerado na catélise
enzimatica em meio ndo aquoso, pois o solvente ndo apenas afeta a atividade e estabilidade
da enzima, como também modifica a sua especificidade (FACCIO, 2004).

Os solventes menos nocivos as enzimas s&o aqueles mais hidrofébicos, pois
interagem menos com a agua necessaria para o funcionamento da enzima. Solventes
hidrofilicos, ou seja, solventes que contém maior quantidade de grupos polares ou centros
capazes de formar pontes de hidrogénio, tendem a retirar a agua essencial das
proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade enzimatica (KNEZ e ABULIN,
2001 apud DALLA ROSA, 2009)

A agua é, talvez, o componente mais importante quando o biocatalisador € usado em
meio orgéanico. O controle de agua é importante, pois ela atua como “lubrificante” mantendo
a enzima na sua conformacgdo ativa, participa de mecanismos de inativacdo da enzima,
promove agregacdo de particulas de enzima, limita difusdo de substrato e também a
hidrélise do substrato. Pequenas variacdes no conteldo de agua podem provocar varias
modificacGes na atividade enzimatica, com o aumento de adicdo de agua, a quantidade de
goticulas 6leo/agua formadas aumenta, e assim aumenta a area interfacial para a enzima.
Entretanto, como usualmente as lipases catalisam hidrolise em meio aquoso, um excesso
de &gua pode estimular esta reacdo competidora do substrato na reacdo de alcodlise. As

enzimas sdo praticamente inativas em sistemas completamente anidros. Admite-se que a
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enzima requer uma pequena camada de &gua, que atua como componente primario do
microambiente da mesma, atuando como um tampdao entre a superficie da enzima e seio do
meio reacional, assim sendo, a biocatédlise em meio organico é possivel desde que se
conserve esta pequena quantidade de agua indispensavel a enzima. O 6timo conteudo de
dgua € um compromisso entre minimizar a reacéo de hidrélise e maximizar a atividade da
enzima para a reagdo de alcoodlise. (DALLA-VECCHIA et al., 2004; FACCIO, 2004,
NOURENDDINI et al., 2005).

45 — ALCOOLISE DE OLEOS E GORDURAS RESIDUAIS DE
FRITURA

O biodiesel pode ser produzido a partir de qualquer tipo de 6leo vegetal, mas nem
todo 6leo vegetal deve ser usado como matéria-prima para a producao de biodiesel. Isso
porque, alguns Oleos vegetais apresentam propriedades fisicas e quimicas, como alta
acidez e alta viscosidade, nao ideais que sédo transferidas para o biocombustivel tornando-o
inadequado para uso direto em motores do ciclo diesel. E ainda tem a questdo da
viabilidade econbmica e sécio-ambiental e os aspectos agronémicos (RAMOS et al., 2003).

O Oleo residual tem se apresentado como uma possibilidade entre as matérias-
primas do Biodiesel, devido sua disponibilidade e a viabilidade em ndo descarta-lo como
residuo ao meio ambiente. A pesquisa feita por Costa Neto et al. (2008) mostra que
somente nos restaurantes industriais da cidade e regido metropolitana de Curitiba, sdo
mensalmente geradas cerca de 100 toneladas de 6leos de fritura, cujos destinos incluem a
producdo de sabdo, de massa de vidraceiro e de ragdo animal, mas que também tém parte
de seu volume descartado diretamente no esgoto doméstico por falta de legislacdo
especifica e fiscalizacdo rigida, fato que se repete em todas as cidades brasileiras. Sendo
assim, a reutilizacdo de 6leo para producdo de biodiesel torna-se uma alternativa para

eliminacado deste residuo.

Por ser o 6leo residual uma matéria-prima reciclada de baixo custo de aquisi¢édo, seu
uso na producdo de biodiesel tem se tornado muito atraente ja que 80% do custo de
producdo do biodiesel € proveniente da matéria-prima, e ainda traz consigo Varios
beneficios ambientais como diminuicdo das poluicdes das &guas e reducdo dos gases
emitidos pelo uso do diesel convencional. Portanto, varios estudos estdo sendo realizados

para otimizar a producao de biodiesel de 6leo de fritura.
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Nye et al. (1983), investigaram a reacao de transesterificacdo de 6leos de fritura com
metanol, etanol, n-propanol, iso-propanol, n-butanol e 2-etoxietanol em meios &cido e
bésico. O maior rendimento foi obtido com o metanol em meio alcalino, utilizando hidroxido
de potassio como catalisador. Nesse mesmo estudo, alguns dos ésteres de menor
viscosidade foram selecionados para a realizacdo de testes preliminares em motores do
ciclo diesel. O éster metilico obtido em meio basico, e os ésteres etilico e butilico obtidos em
meio acido, ndo apresentaram problemas de ignicdo e desempenho, apresentando pouca
ou nenhuma fumaca na exaustdo. Os demais ésteres ndo foram testados por critérios de
viscosidade e o rendimento da reacdo ndo serviu como parametro para a selecdo dos

ésteres a serem utilizados nos testes.

Segundo Mittelbach e Tritthart (1988), a utilizacéo de biodiesel de 6leos de fritura em
motores do ciclo diesel apresentou bons resultados. Os testes foram realizados em bancada
dinanométrica e em veiculo de carga média com motor turbinado a diesel. Por outro lado, a
avaliacdo da emisséo de gases demonstrou que houve um aumento relativo na liberagéo de
gases nitrogenados, particularmente quando o biocombustivel foi comparado ao diesel

convencional.

Costa Filho et al. (2008), estudaram as variaveis que interferem na producgéo
enzimatica de biodiesel obtido a partir da alcodlise de 6leo de fritura com etanol, utilizando
uma lipase comercial de Candida antartica tipo B (Novozym 435) como catalisador. As
variaveis estudadas foram temperatura, razdo molar alcool:6leo e tempo reacional, obtendo
uma conversdo maxima de 82,66% em 72 horas de reagdo nas condicdes de menor
temperatura (30°C) e na menor razdo molar alcool:6leo (3:1). Os autores concluiram que a
razdo molar alcool:6leo e o tempo reacional foram as varidveis que tiveram efeito
significativo na conversao de ésteres e que apesar de néo significativa a temperatura teve
um efeito negativo, indicando que esta enzima tem um comportamento 6timo em condigées

brandas de temperatura.

Para produzir biodiesel através de 6leos residuais de fritura faz-se necessaria a
unido de atividades econ6micas ao desenvolvimento de a¢Bes que possam contribuir para a
melhoria do meio ambiente e bem estar da comunidade. Sem duvida, as vantagens sociais
unem-se as ambientais e econbmicas, uma vez que a gestdo ambiental além de combater
0s impactos ambientais decorrentes do descarte incorreto de Oleos residuais de fritura,

contribui para o incremento salarial de familias de baixa renda (FERNANDES et al., 2008).
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5 — MATERIAIS E METODOS

5.1 = MATERIAIS

Os oOleos e gorduras residuais de frituras foram cedidos por dois estabelecimentos

comerciais localizados na cidade de Maceio.

A enzima utilizada foi uma lipase comercial imobilizada de Candida antarctica
(Novozym 435), gentilmente cedida pela Novozymes Latin América Ltda — Araucaria/PR.

O etanol utilizado nas reacdes foi etanol 5% hidratado.

Os outros reagentes utilizados foram de grau analitico.

5.2 - METODOS

5.2.1 - AMOSTRAGEM

Foram definidos dois pontos de coletas: um para gordura hidrogenada residual, que
foi denominado de ponto A; e outro para 6leo de soja residual, denominado de ponto B; para
um terceiro ponto, foi feito uma mistura 50% em volume da amostra A mais a amostra B,

gue foi entdo denominado de ponto AB.

Em cada ponto foram feitas duas coletas, o que nos deu um total de seis amostras, a
saber: A;, Az, By, B,, AB; e AB,. As amostras foram armazenadas em garrafas PET de 2L. O

aspecto visual das amostras pode ser visto na Figura 6.

Figura 6 — Aspecto visual das amostras coletadas.
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5.2.2 — PRE-TRATAMENTO DOS OLEOS E GORDURAS RESIDUAIS DE
FRITURA

O pré-tratamento para purificacdo dos 6leos de fritura adquiridos foi realizado através
do processo de filtragdo a vacuo utilizando fibra vegetal (algoddo) como meio filtrante. Com

0 objetivo de reter os residuos sdélidos em suspenséo.

5.2.3 — CARACTERIZACAO DOS OLEOS E GORDURAS RESIDUAIS DE
FRITURA

Foram determinados, nos 6leos e gorduras residuais, 0s seguintes parametros:

5.2.3.1 — INDICE DE ACIDEZ
O indice de acidez é definido como sendo o nimero de miligramas de hidréxido de
potassio ou sodio necessdario para neutralizar os acidos graxos livres em um grama da

amostra.

Os é&cidos graxos livres séo responsaveis pela degradacdo dos oleos e também de
ésteres, ocasionando uma maior oxidacdo das cadeias, alterando a sua composi¢cdo e
propriedades (BUENO, 2007). Altos indices de acidez tém um efeito bastante negativo sobre
a qualidade do 6leo, a ponto de torna-lo impréprio para alimentagdo humana ou até mesmo

para fins carburantes, pois tem acao corrosiva sobre os componentes metalicos do motor.

O procedimento adotado para determinag&o do indice de acidez é descrito a seguir
de forma simplificado estando o mesmo, de acordo com o método oficial da AOCS
(REAPPROVED, 1997 apud SILVA, 2008).

Reagentes:
- Solucao (1:1) alcool etilico e tolueno P. A;;
- Indicador fenolftaleina 1%;

- Hidroxido de potéassio ou de sodio 0,1mol/L ou 0,01 mol/L (padronizado);
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TECNICA:

Pesou-se 1 grama do 6leo em dois erlenmeyers com capacidade de 125 mL.

Adicionou-se 10 mL da solucdo (1:1) alcool etilico (C,HsOH) e tolueno (C;Hg) nos
erlenmeyers contendo 6leo e a um terceiro sem amostra (para que se faga a prova em

branco).

Em seguida, adicionou-se 4 gotas de fenolftaleina 1% (indicador de viragem), em

todos os erlenmeyers.

Realizou titulagcdo com hidroxido de sodio (NaOH) ou hidréxido de potassio (KOH)

numa concentracdo de 0,01 mol/L ou 0,1 mol/L.

Para os célculos de indice de acidez, utilizou a seguinte expressao:

(V - PB) x F x M x 56,1
1 S
P

Equacéo 1 — Expresséo para o célculo do indice de acidez.
Onde:

V = volume de NaOH ou KOH gasto pela amostra (mL);
P = massa pesada da amostra (g);

F = fator de correc¢éo;

PB = volume gasto na prova em branco (mL);

M = molaridade do NaOH ou KOH (mol/L);

5.2.3.2 — INDICE DE 10DO PELO METODO DE WIJS

E uma propriedade relacionada diretamente com a insaturacdo das cadeias que
compdem a amostra. E definido como a quantidade de iodo gasto para quebrar as ligacées
duplas e triplas da amostra, pois cada dupla ligacdo de um acido graxo pode incorporar dois
atomos de halogénio. Por essa razao, quanto maior a insaturacdo de um acido graxo, maior

sera a sua capacidade de absorcao de iodo, maior sera o indice.
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Insaturacbes em ésteres e acidos graxos expostos a altas temperaturas podem
proporcionar a polimerizacdo das cadeias e levar a formacdo de goma, deixando residuos
no interior dos motores, principalmente derivados do acido linolénico. Por isso a importancia

de se avaliar essa propriedade (BUENO, 2007).

O procedimento adotado para determinacao do indice de iodo é descrito a seguir de
forma simplificada e esta de acordo com o método oficial da AOCS (REAPPROVED, 1997
apud SILVA, 2008).

Reagentes:

- Solucao de Wijs (iodo, &cido acético);
- Solucéo de iodeto de potassio 10%;

- Cloroférmio;

- Solugao indicadora amido 1%;

- Solucéo de tiossulfato de sodio 0,1mol/L, padronizado;

TECNICA:

Filtrou a amostra com papel de filtro (agente dessecante).
Pesou-se 0,05g da amostra em erlenmeyers de 125 mL.

Adicionou-se 3 mL de cloroférmio nos erlenmeyers contendo 6leo e a um terceiro

sem amostra (para que se faga a prova em branco), para solubilizar as amostras.

Com o auxilio de uma pipeta volumétrica, foram adicionados 10 mL de solucdo de
Wijs.

Apos agitacdo, os frascos foram ser reservados em local escuro, com temperatura
entre 20 e 30°C. (o tempo de repouso das amostras é de 2 horas se o indice de iodo

esperado for acima de 150, e de 1 hora se for abaixo de 150).

Decorrido o tempo, foram removidos os frascos do local de repouso e, entdo
adicionados 8 mL de iodeto de potéassio (KI) 10% e 60 mL de &gua destilada para que sejam
feitas as titulagbes com a solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 mol/L, sob vigorosa agitacao

até que a coloracdo da amostra quase desapareca.
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ApO6s a coloragcdo amarelada ter se tornado mais clara, foi adicionado
aproximadamente 1 mL de indicador amido e a titulacdo foi continuada até que a fase

inferior mude de coloragéo rosa para incolor.

Para se calcular o indice de iodo na amostra, utilizou-se a seguinte expressao:

(PB-A).M.F.12,69
L=

P

Equacéo 2 — Expresséo para o célculo do indice de iodo.
Onde:

PB = volume gasto na prova em branco (mL);

A = volume gasto do titulante (mL);

M = Molaridade [0,1 mol/L de tiossulfato de sodio (Na,S,03)];
F = fator de correcéo;

P = peso da amostra de 6leo (g);

5.2.3.3 = VISCOSIDADE CINEMATICA
Essa propriedade caracteriza a resisténcia do liquido ao escoamento e €

inversamente proporcional a temperatura do fluido.

A viscosidade cinematica das amostras foi determinada com viscosimetro de
Ostwald marca Cannon-Fenske, na temperatura 40°C, mantida constante por um banho de

viscosidade cinematica, como mostrado na Figura 7.
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Figura 7 — Sistema para determinacgdo da viscosidade cinematica (SILVA, 2008).

Foram colocados cerca de 7 mL de amostra no viscosimetro e determinado o tempo
de escoamento desta amostra (em segundos) através de um capilar. Admite-se um erro

relativo de 2% para essa metodologia.

Caélculo:

Viscosidade €St =T x C

Equacéo 3 — Expresséo para o célculo da viscosidade.
Onde:
T = tempo de escoamento indicados no viscosimetro (segundos);

C = constante do viscosimetro
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5.2.3.4 — MASSA ESPECIFICA

E a relacdo entre a massa e o volume da substancia. Depende da composicdo da
matéria-prima, e no caso dos 6leos é ainda dependente da variacao nas cadeias dos acidos
graxos que o compdem, quanto menores as cadeias e mais saturadas, maior sera a massa
especifica (BUENO, 2007).

A massa especifica das amostras foi determinada segundo a norma ASTM D-4052,
utilizando—se um densimetro digital, como mostrado na Figura 8. A leitura foi realizada
diretamente no visor do equipamento a 20°C em g/cm?®. Para cada amostra foram tomados

trés valores de massa especifica e obtida a média.

Figura 8 — Sistema para determinagdo da massa especifica.

5.2.3.5 - COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

Os principais componentes de 6leos e gorduras sdo 0s acidos graxos que podem
estar livres ou esterificados com glicerol nas formas de mono-, di- ou triacilglicerideos,
sendo que a variacdo da composicdo em acidos graxos depende da origem do 6leo e/ou

gordura.

34



Os acidos graxos sdo acidos carboxilicos com cadeias hidrocarbonadas de 4 a 36
atomos de carbono. Em alguns esta cadeia € totalmente saturada e nao ramificada, em

outros contem uma ou mais duplas ligagodes.

Conhecer a composi¢do quimica detalhada do 6leo ou gordura, seja qual for a sua
origem, é muito importante, isso porque o biodiesel obtido deve obedecer algumas
especificacbes que é funcdo direta da composi¢cdo quimica do 6leo ou gordura usado como
matéria-prima. Por exemplo, ésteres monoalquilicos de &cidos graxos com cadeias acima de
C20 e também os com cadeias saturadas de C16 e C18, tém uma tendéncia maior a se
solidificarem a baixa temperatura do que as cadeias de até 18 carbonos com uma ou mais
insaturagdes podendo, portanto, tornar o biodiesel impréprio para uso em climas frios, o que
nao elimina a possibilidade de uso de ésteres obtidos de cadeias saturadas, apenas limita
seu uso na forma pura e em misturas maiores que B20 a climas tropicais. Em contrapartida,
o indice de iodo serd mais baixo, ajudando no cumprimento do limite maximo de 120g
[,/100g de amostra. Percebe-se, portanto, que a simples anélise da composi¢cdo quimica dos
Oleos é suficiente para se inferir sobre possibilidades, potenciais e adequacdo do uso de
uma determinada matéria-prima quanto a producdo de um biodiesel de alta qualidade
(DABDOUB et al., 2009).

A composi¢cdo em acidos graxos foi determinada por cromatografia gasosa apoés
utilizacdo da técnica de derivatizacdo, que consiste em transformar os 6leos em seus
respectivos ésteres metilicos de forma analitica para possibilitar sua deteccdo por
cromatografia gasosa (ISO 5509-78), utilizando uma coluna polar. O cromatégrafo usado foi
um VARIAN CP 3800 e uma coluna Stabil Wox (Varian) de 30m. A temperatura do detector
foi de 250°C e a do injetor de 240°C. A temperatura do forno foi programada de 160 até
260°C, onde de 160 a 225°C a uma taxa de aquecimento de 15°C/min, de 225 a 245°C a
uma taxa de aquecimento de 3°C/min e de 245 a 260°C a uma taxa de aquecimento de

23°C/min. O volume de amostra injetada foi de 0,7pL.

5.2.4 - DETERMINACAO DA ATIVIDADE LIPOLITICA

A atividade lipolitica da enzima imobilizada foi determinada
espectrofotometricamente acompanhando-se o aumento na absorbancia a 410nm, devido a
liberacdo de p-nitrofenol resultante da hidréolise do p-nitrofenil-laurato (p-NPL), segundo

método descrito por Pinto et al (2009).

Foi estudada a atividade lipolitica da enzima imobilizada em trés temperaturas

diferentes, 40°C, 50°C e 60°C em pH 7,0.
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Preparo do Reagente:

Para preparar 100mL de solucao, inicialmente pesou-se 0,018g de p-nitrofenil laurato
(pNL) e dissolveu em 1mL de dimetilsulfoxido (DMSO). Em seguida adicionou-se a 99 mL de

tampéo fosfato de potassio 50 mM a pH 7.
TECNICA:

ApOs o preparo do reagente, adicionou-se 30mL em um bécker, colocou sob
agitacéo e adicionou 0,03g da enzima imobilizada. A reacéo foi acompanhada através da
retirada de 2 mL da amostra a cada 1,5 minutos de reacdo durante 7,5 minutos. A

absorbancia foi entéo lida imediatamente apds a retirada da aliquota.
Calculo:

Para o calculo da atividade, utilizou a equagao 4.

A= ABbsxDxfxVp

Atxma

Equacéo 4 — Expresséao para célculo da atividade enzimatica.
Sendo:

A — atividade da enzima (U/g), onde uma unidade (U) de atividade enzimatica hidrolitica foi
definida como a quantidade de enzima que liberou 1 pmol de p-nitrofenol por minuto nas

condicdes propostas;

AAbs — variacdo de absorbancia no intervalo de tempo At (em minutos) transcorrido durante

a fase de aumento linear dos valores de absorbéncia;

D — diluicdo da amostra realizada para a leitura da solu¢éo enzimética,;

f — fator de conversao dos valores de absorbancia para a concentracdo de p-nitrofenol.
At —tempo decorrido de analise (min);

Vr — volume reacional (L);

m, — massa de enzima imobilizada utilizada no ensaio, em gramas;

AAbs/ At — coeficiente angular da reta obtida.
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5.2.5 - REAGCOES DE ALCOOLISE ENZIMATICA

As reagOes foram realizadas em erlenmeyers fechados de 250 mL e incubados em
uma camara rotativa, com controle de temperatura, a 200 rpm. A quantidade de OGRF’s foi
mantida fixa em 25g. ApGs decorrido o tempo de reacdo, a amostra foi filtrada (com o
objetivo de reter as enzimas para posterior recuperacao e reutilizacdo) e entdo levada a
evaporacgéao do alcool em evaporador rotativo a 90°C numa rotacéo de 40 rpm. Adotado este
procedimento, a mistura reacional resultante foi entdo levada a um funil de separagéo, onde
a fase superior estava concentrada em ésteres etilicos (biodiesel) e a fase inferior continha
os demais produtos da reacdo (mono e diglicerideos, glicerol e impurezas) bem como os

substratos ndo reagidos (etanol e 6leo).

Os ensaios foram realizados apenas com uma das amostras, a amostra AB;, por ser
essa, uma amostra que representa bem um sistema de coleta de OGRF’s, ja que seria

dificil, operacionalmente, um sistema de coleta fazer a separacéo do 6leo e da gordura.

Lipases

OGR's

Etanal a
Camara Rotativa

j K Temperatura controlada
. i —————
/ Agitacao constante a 200rpm
( Recuperagdo das Enzimas

o Al G el
Glicerina <: /N S
fi \ ™ [ |

Separacdo de Fases

Evaporagio do Etanol

Figura 9 — Esquema do procedimento experimental para a reacdo de alcodlise enziméatica.

Visando determinar condigfes experimentais que maximizem a sintese de ésteres,
resultante da reacdo de alcodlise enzimética, um planejamento experimental fatorial
fracionario com dois niveis e quatro variaveis foi realizado. Planejamentos fatoriais permitem
a avaliacao simultanea do efeito de um grande nimero de variaveis, a partir de um namero
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reduzido de ensaios experimentais sem prejuizo da qualidade da informacdo. S&o
extremamente Uteis para medir as influéncias de uma ou mais variaveis, sujeita a todas as

combinac¢des das demais, na resposta de um processo.

As variaveis estudadas foram: razdo molar 6leo-alcool, concentracdo de enzimas,
tempo e temperatura de reacdo. O intervalo de estudo das variaveis foi determinado de
modo a abranger a maioria dos estudos da literatura. Estes valores séo fornecidos na
Tabela 3.

Tabela 3 — Intervalo das variaveis para Planejamento Fatorial Fracionario 2** da alcodlise

enziméatica do OGRF’s com etanol.

VARIAVEL INTERVALO
Raz&o molar 6leo:etanol [R] 1:3-1:9
Temperatura [T] (°C) 40 - 60
Tempo reacional [t] (h) 24 -72
Concentracdo enzimas [E] (%op/p) 5-10

A matriz experimental para o planejamento fatorial fracionario € mostrado na Tabela

4. Os ensaios foram realizados em duplicata.

Tabela 4 — Matriz do Planejamento Fatorial Fracionario 2** realizado para a otimizac&o das

condicbes de alcodlise enzimatica.

ENSAIO R (O:EtOH) T (°C) t (h) E (%p/p)
1 1:3 40 24 5
2 1:9 40 24 10
3 1:3 60 24 10
4 1:9 60 24 5
5 1:3 40 72 10
6 1:9 40 72
7 1:3 60 72
8 1:9 60 72 10
9 1:6 50 48 75
10 1:6 50 48 7,5
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Encontra-se na literatura varios estudos (ISO et al. , 2001; CHEN et al., 2009;
FACCIO, 2004; FACCIO et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004) que demonstram que a adic&o
de um solvente orgénico na reacao de alcodlise enzimatica pode reduzir o tempo reacional,
que por ser geralmente longo, € uma das principais desvantagens do uso de lipases na
sintese de biodiesel, e ainda reduz o efeito toxico dos alcodis de cadeia curta nas lipases,
fato ja discutido anteriormente. Diante disso, realizamos um breve estudo da reagdo de
alcodlise enzimética de OGRF’s em presencga de hexano (solvente organico). A reacgéo foi
realizada nas condicbes maximas, dentro do intervalo estudado - 60°C, 10% Enzima, razéo
O:EtOH 1:9, e nas condi¢cdes mais amenas — 40°C, 5% Enzima, razdo O:EtOH 1:3 —
mantendo fixa a varidvel tempo de reacdo em 8 horas e variando a concentracdo do
solvente, em 0(zero), 20 e 40 mL do solvente por cada 1(um) grama de 6leo. Os ensaios

foram realizados de acordo com as condi¢gfes expostas na Tabela 5.

Tabela 5 — Condi¢6es de reagdo da alcodlise enzimatica de OGRF’s usando hexano como

solvente organico.

Ensaios T (°C) R (O:EtOH) %E (p/p) HEXANO (mL/g 6leo)
1HO 40 1:3 5 0
1H20 40 1:3 5 20
1H40 40 1:3 5 40
2HO 60 19 10 0
2H20 60 1:9 10 20
2H40 60 19 10 40

1-Condicdes no nivel -1 do planejamento experimental
2- Condig¢des no nivel +1 do planejamento experimental
H-Utilizacéo de hexano

5.2.6 - DETERMINACAO DO RENDIMENTO EM BIODIESEL

O rendimento em estéres etilicos de acidos graxos (FAEES), obtidos da reacdo de
alcodlise, foi determinado através da técnica de cromatografia gasosa (CG), usando um
cromatografo VARIAN CP 3800 com detector FID (Flame lonization Detection) e uma coluna
capilar curta de 2,2m. A temperatura do detector foi de 250°C e a do injetor de 240°C. A
temperatura do forno foi programada de 150 até 260°C a uma taxa de aquecimento de

10°C/min. O padrao interno usado foi o trioctanoato de glicerila (tricaprilina) e o gas de
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arraste foi o hidrogénio de alta pureza (99,95%). Aliquotas de amostras de 1uL foram

injetadas e os ésteres etilicos quantificados usando um método de padréo interno conforme

a Equacéo 5.

mtricaprilina X AB X ftri[:ﬂprilil‘lﬂ
%FAEESs =

Atricaprilina X Ms

Equacéo 5 — Expresséao para célculo do rendimento em biodiesel.

Onde:

Myicapriina— Massa do padréo interno;

Ag — area dos picos dos FAEEs;

ficapriina — fator de resposta;

Aviicapriina — area do pico do padréo interno;

ms — massa da amostra.
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6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 — CARACTERIZACAO DOS OLEOS E GORDURAS RESIDUAIS
DE FRITURA

6.1.1 — INDICE DE ACIDEZ
Segundo a metodologia descrita no item 5.2.3.1 obtemos os valores de indice de

acidez para cada amostra, conforme a Tabela 6.

Tabela 6 — indice de Acidez das amostras analisadas.

AMOSTRA IA (mgKOH/g 6leo)

A 4,708

A, 5,774

B: 0,144

B- 0,198

AB; 3,368

AB> 4,252

Oleo Virgem <0,6*

*ANVISA.

Como pode-se observar, as amostras A; e A,, que sdo amostras de gorduras
hidrogenadas residuais, apresentaram altos indices de acidez, que corresponde a formagéo
de acidos graxos livres, através da reacao de hidrélise. Esse indice pode aumentar devido a
varios fatores tais como, a temperatura de fritura, o nimero de vezes de aquecimento e
resfriamento dos 6leos e gorduras, tempo de uso e a quantidade de agua liberada pelo
alimento que esta sendo frito (LIMA e GONCALVES, 1994; MENDONCA et al., 2008).

Ja as amostras de Oleos residuais, B; e B,, apresentaram baixo indice de acidez,
provavelmente devido ao pouco tempo de uso dos 6leos, isso baseado no aspecto visual
das amostras que se apresentam com cor clara e quase nenhuma presenca de solidos em
suspensdo. As amostras AB; e AB, apresentaram indices de acidez intermediarios as
amostras que lhe deram origem, como era esperado, porém ainda elevados. Mas de acordo
com Ferrari et al. (2005), para se obter resultados satisfatérios na reacdo de
transesterificagdo com catalisadores béasicos, o ideal € que o teor de &cidos graxos livres

seja inferior a 3% de acido oléico (aproximadamente 6mg KOH/ g da amostra), pois 0s
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acidos graxos livres podem reagir com o catalisador basico formando produtos
saponificados, diminuindo entdo a eficiéncia do processo reacional. Portanto nossas
amostras poderao ser utilizadas para obten¢&o do biodiesel, pois além dos valores estarem
inferior a 6mg KOH/g da amostra, nossa reacdo serd catalisada por enzimas, ndo
apresentando risco de formacéo de sabédo durante a reagdo. Porém o biodiesel gerado por
matérias-primas com altos indices de &cidos graxos livres possui geralmente altos valores
de acidez, gerando discussdes a respeito da viabilidade do processo do ponto de vista da
gualidade do biodiesel produzido (DABDOUB et al., 2009; SUAREZ et al., 2009).

6.1.2 — INDICE DE 10DO PELO METODO DE WIJS
Os seguintes valores para indice de iodo (Tabela 7) foram obtidos conforme a

metodologia descrita no item 5.2.3.2.

Tabela 7 — indice de lodo das amostras analisadas.

AMOSTRA Il (g 1./100g 6leo)

Ay 101,97

A, 107,37

B: 120,74

B, 118,24

AB; 115,99

AB, 116,42
Oleo virgem 120-143*

*ANVISA

O indice de iodo relaciona-se com a quantidade de duplas ligac6es presentes na
amostra e a variagdo observada neste indice se deve a quebra de duplas ligacdes
resultantes de reacdes de polimerizacdo, ciclizagdo e oxidacdo, principalmente pela
incorporacdo de gorduras saturadas ao 6leo ou gordura de fritura, proveniente dos proprios
alimentos fritos e também pela adi¢cdo de 6leo novo ao 6Oleo ja utilizado na fritadeira (LIMA e
GONCALVES, 1994; MENDONCA et al., 2008). Segundo Sanibal e Mancini Filho (2008),
alguns paradmetros analiticos podem ser utilizados na avaliacdo da caracteristica da
qualidade de 6leos e gorduras, porém o indice de iodo depende da composi¢cdo do dleo,
sendo Util apenas em 6leos ndo processados. Oleos interestificados ou hidrogenados tém

seus indices de iodo alterados, de modo que a caracteriza¢do do 6leo através do indice de
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iodo se torna muito dificil, sendo necessario um ajuste da metodologia para cada tipo de
oOleo, tipo de interestificacdo e grau de hidrogenacao.

No entanto, os resultados determinados nas amostras estdo de acordo com oS
valores encontrados na literatura (LIMA e GONCALVES, 1994; GOMES et al., 2003; SILVA,
2005; SANTOS et al., 2007; MENDONCGCA et al., 2008; SILVA, 2008).

6.1.3 — VISCOSIDADE CINEMATICA

A Tabela 8 mostra os valores de viscosidade cinematica das amostras analisadas
segundo a metodologia descrita no item 5.2.3.3.

Tabela 8 — Viscosidade Cinematica a 40°C das amostras analisadas.

AMOSTRA v (cSt)

Ay 37,485

A, 41,332

B: 28,642

B> 28,170

AB; 34,177

AB, 34,357
Oleo virgem 31,323

* *Santos et al. (2007).

Em relacdo ao diesel convencional, os Oleos vegetais apresentam valores de
viscosidade bastante elevados, podendo excedé-lo em até 100 vezes, como no caso do 6leo
de mamona (MARCINIUK et al., 2008).

A viscosidade esta diretamente relacionada as interacdes intermoleculares e
intramoleculares, como a forca de Van der Walls, existente entre as moléculas, e ao
tamanho das cadeias carbbnicas e ao numero de insaturagbes e das conformagdes
presentes nos acidos graxos. A viscosidade cinematica dos &cidos graxos aumenta com o
aumento da cadeia carbbnica e é inversamente proporcional ao nimero de insaturacdes
nela presentes. O empacotamento das moléculas de acidos graxos e as interacdes das
forcas de Van der Walls séo dificultadas devido a conformacéo cis que diminui a area de
contato entre as moléculas e as interagfes de for¢a de dispersédo, diminuindo a agregacéo
molecular e por consequéncia a viscosidade. J4 a presenca de insaturagdes diminui ainda
mais a viscosidade, pois a for¢a de disperséo e o empacotamento serdo menores, causadas
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pelo impedimento e pelas conformacdes que dificultam as interacdes. Ja os acidos graxos
saturados e insaturados com conformacao trans, por possuirem uma cadeia linear, a area
de contato para a interacdo das forcas de Van der Walls, como a forca de disperséao,
aumenta a viscosidade, pois o agrupamento das cadeias sdo maiores por ndo possuir
nenhum impedimento da conformagéo (MARCINIUK et al., 2008; IHA e SUAREZ, 2010).

Em dleos e gorduras residuais de fritura, o aumento da viscosidade pode ser
explicada pela incorporacdo de gorduras saturadas, de maior ponto de fusdo, provenientes
dos alimentos utilizados para fritura. Nos resultados apresentados nota-se que os valores
estdo proximos ao da literatura para 6leo de soja virgem e as gorduras e misturas tem
valores apenas um pouco superior ao dos 6leos, mostrando que as amostras de gorduras
apresentam um maior percentual de cadeias saturadas. Esse resultado ser4d melhor

analisado na andlise da composi¢cdo em acidos graxos.

6.1.4 — MASSA ESPECIFICA
Os resultados de massa especifica, Tabela 9, foram determinados conforme

metodologia descrita no item 5.2.3.4.

Tabela 9 — Massa Especifica a 20°C das amostras analisadas.

AMOSTRA M (g/cm3)
Ay 0,920
A; 0,916
B 0,916
B> 0,916
AB; 0,918
AB, 0,919
Oleo 0,919-0,925*
virgem
*ANVISA.

A importancia desta medida € devido ao fato dos motores serem projetados para
operar com combustiveis em uma determinada faixa de massa especifica, tendo em vista
que a bomba injetora dosa o volume injetado. Variagbes na massa especifica levam a uma
significativa variacdo na massa de combustivel injetada, impossibilitando a obtencao de uma

mistura de ar\combustivel o que aumenta a emissdo de poluentes como hidrocarbonetos,
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monoxido de carbono e material particulado. Valores baixos para a massa especifica

reduzem o desempenho dos motores pela formacdo de uma mistura pobre, o que leva a

uma perda de poténcia do motor e a um aumento do consumo de combustivel. Segundo a

resolucdio 7 da ANP o limite para massa especifica do biodiesel esta entre 850 — 900kg/m?®
(0,850 - 0,900g/cm?®) (ANP, 2009).

6.1.5 — COMPOSICAO EM ACIDOS GRAXOS

Foi determinada nas amostras suas composi¢cdes em &cidos graxos, de acordo com

metodologia descrita no item 5.2.3.5. Os resultados podem ser vistos na Tabela 10. A

Tabela 11 mostra a composi¢cdo em acidos graxos para o 6leo de soja virgem.

Tabela 10 — Composicdo em Acidos Graxos das amostras analisadas.

ACIDOS GRAXOS A A, B, B, AB, AB,
(9/1009)

Laurico (C12:0) 0,3 0,4 0,1 0,1 0,3 0,5
Miristico (C14:0) 0,8 0,8 0,2 0,3 0,5 0,6
Palmitico (C16:0) 19,4 20,1 11,6 11,5 15,1 15,7
Palmitoléico (C16:1) 0,4 0,3 0,1 0,2 0,3 0,4
Esterearico (C18:0) 2,8 3,2 3,0 2,9 2,8 3,2
Oléico (C18:1) 33,9 35,5 20,5 20,2 26,7 27,6
Linoléico (C18:2) 42,1 39,3 56,9 57,2 50,3 48,1
Linolénico (C18:3) 0,3 0,4 7,5 7,6 4,0 3,9
Araquidico (C20:0) - - 0,1 - - -
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Tabela 11 — Composicdo em acidos graxos do 6leo de soja virgem (ANVISA).

ACIDO GRAXO NOMENCLATURA COMPOSICAO
(g/100g)
C<14 - <0,1
C14:0 Miristico <0,5
C16:0 Palmitico 7,0-14,0
Ci16:1 Palmitoléico <0,5
C18:0 Estereérico 1,4-55
Ci18:1 Oléico 19,0 -30,0
C18:2 Linoléico 44,0 - 62,0
C18:3 Linolénico 4,0-11,0
C20:0 Araquidico <1,0
C20:1 Eicosendico <1,0
C22:0 Behénico <0,5

De acordo com os resultados obtidos na Tabela 10, podemos atestar que as
amostras adquiridas sao realmente de 6leo de soja (B; e B,) e de gordura vegetal
hidrogenada (A; e A;), como dito pelos fornecedores no momento da coleta. Isso porque, 0s
resultados obtidos para as amostras de 6leo de soja residual estdo bem préximo dos valores
de referéncia para o 6leo de soja virgem (Tabela 11). Para as amostras de gorduras
vegetais nota-se, um maior percentual na composi¢do em acidos graxos saturados, como ja
era esperado devido ao processo de hidrogenacgédo, que € a entrada forcada de atomos de
hidrogénio nos locais de insaturagfes nas cadeias de acidos graxos, fazendo com que

essas cadeias passem a ser parcialmente saturados.

6.2 — DETERMINACAO DA ATIVIDADE LIPOLITICA

Para determinacdo da temperatura Otima para a atividade lipolitica da enzima
imobilizada estudada (Novozym 435), foram realizados testes experimentais variando-se a

temperatura para pH 7. Os resultados sdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10 — Estudo da atividade enzimatica, por meio da hidrélise do p-nitrofenil-laurato (p-

NPL) em pH 7, em fungéo da temperatura.

Existe uma faixa de temperatura, as vezes estreita, para a qual a atividade
enzimética é méxima, por esse motivo fez-se necessério o estudo desta. Essa variagdo da
atividade enzimatica em funcéo da temperatura é determinada em condi¢Bes de operacdes
bem definidas. A variacdo da atividade enzimatica resulta de dois efeitos antagdnicos: de
um lado, o aumento da agitacdo das moléculas com a elevacdo da temperatura que
aumenta a frequéncia das colisdes entre o substrato e a enzima; de outro a desnaturagéo da
proteina enzimética (FEIHRMANN, 2005). Esta desnaturacdo vai modificar a estrutura
terciaria e quaternaria da proteina globular e fazer, portanto, a enzima passar de uma
conformacgédo ativa a uma conformacdo desprovida de atividade. De fato, na desnaturagcéo
das enzimas pelo calor, 0 que conta, sobretudo, é o binbmio tempo/temperatura, ou seja, a
duracdo e a intensidade do tratamento térmico. Os resultados mostrados na Figura 10
mostram que a atividade desta enzima aumenta com o aumento da temperatura dentro da
faixa estudada, porém nem sempre a temperatura com maior atividade enzimética é a
melhor temperatura para o processo de alcodlise, pois outros fatores podem influenciar
nessa atividade tais como: presenca de 4gua, acdo do alcool sobre o suporte de

imobilizacdo, presen¢a de um segundo solvente organico, entre outros.
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6.3 — REACOES DE ALCOOLISE ENZIMATICA

6.3.1 PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

As reac0fes de alcodlise de OGRF’s foram conduzidas de acordo com a metodologia
descrita no item 5.2.5, a média dos resultados obtidos dos experimentos podem ser vistos
na Tabela 12.

Tabela 12 — Rendimentos obtidos na alcodlise enzimatica de OGRF’s (amostra AB,) de

acordo com o planejamento experimental

ENSAIO R (O:EtOH) T (°C) Tempo (h) E (%p/p) Rendimento
(%Biodiesel)

1 1:3 40 24 5 22,5
2 19 40 24 10 66,6
3 1:3 60 24 10 29,9
4 19 60 24 5 80,6
5 1:3 40 72 10 69,8
6 19 40 72 5 86,1
7 1:3 60 72 5 18,9
8 19 60 72 10 87,3
9 1:6 50 48 7,5 51,3
10 1:6 50 48 7,5 52,5

A partir dos resultados apresentados na Tabela 12, pode-se observar que o maior
rendimento em biodiesel foi conseguido na condigdo de maior razéo 6leo:etanol (1:9), maior

temperatura (60°C), maior tempo reacional (72h) e maior concentragdo de enzimas (10%).

E importante salientar que o nimero de ensaios em um planejamento fatorial
completo aumenta rapidamente com o numero de variaveis estudadas, porém muitas vezes
€ possivel obter a informagdo desejada com uma fragdo do ndmero de ensaios do
planejamento completo, isso porque a medida que o nimero de fatores cresce, 0 nimero de
termos de ordem superiores cresce, cuja importancia € menor do que termos de ordens
inferiores. Se esses efeitos ndo sdo tao significativos, determinar o seu valor ndo é motivo

bastante para nos levar a fazer todos os ensaios de um planejamento completo. Cabe
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ressaltar que ha um preco a ser pago por reduzir o numero de ensaios. No caso do nosso
planejamento, um fatorial fracionario de resolucdo quatro, os efeitos principais encontrados
sdo na verdade a soma dos efeitos principais, de um fatorial completo, com interacbes de
terceira ordem, que em principio s&o menos significativas, nos fornecendo assim boas
aproximacdes dos efeitos principais. Porém os efeitos de segunda ordem sdo combinacdes
de pares de interagBes de duas variaveis, dificultando assim sua interpretagdo (BARROS
NETO et al., 2002; CALADO e MONTGOMERY, 2003).

Os efeitos principais e as interagfes das variaveis foram obtidos usando o software
Statistica 7.0. Os dados experimentais foram submetidos a uma analise de variancia e
analise de regressao através do teste F. Verificou-se através dos dados contidos na Tabela
13, que o0 modelo apresenta uma regressao estatisticamente significativa (Fcaicuiado > Ftabelado)s
ao nivel de 95% de confianca. E que o modelo obtido, consegue explicar 98% da
variabilidade dos resultados experimentais.

Tabela 13 — Andlise de varidncia (ANOVA) para o ajuste do modelo proposto

Fonte de variacao SS df MS F p
(1)Razéo 8145,06 1 8145,06  452,7956 0,000000
(2)Temperatura 213,16 1 213,16 11,8499 0,004873
(3)Tempo 1006,48 1 1006,48 55,9514  0,000007
(4)Enzima 498,41 1 498,41 27,7071  0,000200
1by2 889,53 1 889,53 49,4503 0,000014
lby3 30,25 1 30,25 1,6816 0,219088
lby4 1228,50 1 1228,50 68,2942  0,000003
Erro 215,86 12 17,988

Total SS 12227,25 19

R*=0,98

O modelo estatistico, com as variaveis codificadas, para rendimento em biodiesel,
dentro do intervalo estudado, em funcdo da razdo O:EtOH (R), da temperatura (T), do tempo

reacional (t) e da concentracédo de enzimas (E) esta apresentado na Equacéao 6.
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Y (%) = 56,37 + 22,56R — 3,65T + 7,93t + 5,58E + 7,46RT — 8,76RE

Equacédo 6 — Modelo estatistico para rendimento em biodiesel
Onde Y é o rendimento em biodiesel em percentagem.

O gréfico dos valores preditos pelo modelo versus observados pelos experimentos,
mostrado na Figura 11, indica que o modelo proposto descreve os dados experimentais de
forma satisfatoria, pois os pontos correspondentes a esses valores estdo proximos da reta

que indica um bom ajuste.

Valores Preditos x Observados
2**(4-1) design; MS Residual=17,98839

DV: Rendimento
100

90

80

70

60

50

Valores Preditos

40

30

20

10

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Valores Observados

Figura 11 — Gréfico dos Valores Preditos x Observados

Através do Diagrama de Pareto, Figura 12, observamos que, dentro do intervalo
estudado, apenas a interacdo de segunda ordem, razdo-tempo (1 by 3) ndo apresentou
efeito estatisticamente significativo para uma confianca de 95%, o que vem confirmar os
dados apresentados na Tabela 13, onde apenas o p da interacéo razdo-tempo € maior que
0,05.
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Diagrama de Pareto
2**(4-1) design; MS Residual=17,98839
DV: Rendimento

BIRezE /,f /% 7 . 7 21,279
1by4 : % / -8,26403

(3)Tempo / ///% % / - / 7,480068

1by2 7 % 72717,032089

(4)Enzima %//f / 5,263751
(2)Temperatura //% -3,44236

1by3 -1!29678

p=,05

Estimativa do Efeito Padronizado (Valor absoluto)

Figura 12 — Diagrama de Pareto indicando os efeitos estimados das variaveis para

rendimento em biodiesel.

Ainda observando o diagrama de Pareto, notamos que entre as variaveis estudadas
e dentro do intervalo estudado, a razdo molar 6leo:etanol foi quem apresentou maior
significancia, mostrando que nesse estudo, o excesso de alcool desloca equilibrio da reacdo
no sentido de sintese de biodiesel, aumentando assim o rendimento desta. Apesar de
alguns estudos mostrarem que o excesso de alcool pode vir a desativar algumas enzimas,
acredita-se a quantidade de enzimas utilizada neste trabalho foi suficiente para que essa
inativacdo nado fosse tao significante para o processo. Esse resultado corrobora com os de
Faccio et al. (2003) onde a razdo molar oleo:etanol apresentou uma efeito positivo na

conversao de biodiesel.

O efeito da concentragéo de enzimas é estatisticamente significativo e positivo o que
quer dizer que com o aumento da concentracdo de enzimas aumenta também o rendimento
em biodiesel, dentro do intervalo estudado. Esse efeito ja era esperado, ja que quando
aumentamos a concentracdo de enzimas estamos aumentando também a quantidade de
sitios cataliticos no meio, permitindo um maior contato destes com o substrato. Por outro
lado, a interacdo da concentracdo de enzimas com a razao molar éleo:etanol apresentou um

efeito significativo negativo. Porém dentro do intervalo estudado essa influéncia ndo é téao
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evidenciada e o rendimento é mantido praticamente constante com o aumento da
gquantidade de enzimas, como pode ser visto na Figura 13.

R

[ BT N e BN B e s o]
Lo s v O e O

Figura 13 — Superficie de resposta para rendimento em biodiesel em funcdo da razéo

Oleo:etanol e da concentracdo de enzimas.

A Figura 13 mostra a superficie de resposta para a concentracdo de enzimas e a
razdo molar 6leo:etanol quando as variaveis tempo de reacdo e temperatura estdo fixas no
nivel maximo. Essa superficie indica a dire¢cdo da regido de maior rendimento, onde para

encontrar o ponto 6timo mais experimentos deveriam ser realizados.

Continuando a observar o Diagrama de Pareto (Figura 12), vemos que quanto ao
tempo de reacéo, este, apresentou efeito positivo dentro do intervalo estudado. Pois, quanto
mais tempo os substratos da reacdo permanecem em contato, maior é a formacdo de
produtos. E observamos ainda, que dentro do intervalo estudado, a temperatura influencia
negativamente no rendimento em biodiesel sugerindo haver algum tipo de inibicdo ou
inativacdo das enzimas em temperaturas mais altas. Porém sua interacdo com a razao

Oleo:etanol apresentou um efeito positivo, como mostra a Figura 14, indicando que ha um
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aumento no rendimento com o aumento da temperatura e da razdo molar 6leo:etanol dentro
do intervalo estudado, provavelmente porque o aumento da temperatura favorece a
solubilizacdo do 6leo no excesso de alcool, aumentando assim as oportunidades de contato
dos substratos com os as enzimas, resultados semelhantes foram obtidos por Costa Filho et
al. (2008).

Figura 14 - Superficie de resposta para rendimento em biodiesel em funcéo da razdo

Oleo:etanol e da temperatura.

O planejamento fatorial fracionario usado neste estudo para avaliar os efeitos das
variaveis (razdo Oleo:etanol, temperatura, tempo reacional e concentracdo de enzimas),
dentro do intervalo estudado, e de suas interacdes no processo de obtencédo de biodiesel
por catélise enzimatica se mostrou eficiente, visto que o uso principal do planejamento

fatorial fracionario é selecionar quais variaveis apresentam maiores efeitos.
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6.3.2 REACOES DE ALCOOLISE ENZIMATICA EM SOLVENTE ORGANICO

Os resultados do estudo de alcodlise enzimatica de OGRF’s em hexano estdo
apresentados na Tabela 14. Pode-se observar que o rendimento obtido n&do foi o esperado,
porém esses resultados concordam com os de Faccio (2004) que alcangou uma conversao
maxima de 11,8% na reacdo de etanodlise enzimética de 6leo de soja usando hexano como
solvente organico e a lipase Novozym 435, nas seguintes condi¢des: 65°C, 5% de enzimas,
0% de agua e razdo oleo:etanol 1:10 em 8 horas de reagao.

Tabela 14 — Rendimentos obtidos na alcodlise enzimatica de OGRF’s usando hexano como
solvente organico em 8 horas de reacéo.

Ensaios T (°C) R (O:EtOH) %E (p/p) HEXANO RENDIMENTO

(mL/g 6leo) (%Biodiesel)
1HO 40 1:3 5 0 21,8
1H20 40 1:3 5 20 11,4
1H40 40 1:3 5 40 9,9
2HO 60 1:9 10 0 351
2H20 60 1:9 10 20 11,0
2H40 60 1:9 10 40 10,5

Observa-se também que as reacfes onde ndo se usou o hexano (ensaios 1HO e
2HO0) foram as que obtiveram os maiores rendimentos, indicando que houve uma redugéo
deste com a adicdo do solvente, possivelmente pelo fato do volume de solvente adicionado
ter sido alto, diminuindo a probabilidade de reacdo/contato entre as moléculas do substrato

e a lipase imobilizada, como sugere Chem et al (2009).

A concentracdo de agua adicionada ao meio também pode ter colaborado para o
baixo rendimento obtido, pois segundo lllanes (1994) apud Faccio (2004) a quantidade de
agua requerida para catalise organica depende da enzima utilizada, por isso cada enzima

em particular deve ser analisada em varios niveis de hidratacdo em solventes organicos.

Diante desses resultados, tem-se a necessidade de realizar novos estudos para
realizacao de alcodlise enzimatica de OGRF’s em solventes organicos, objetivando obter as

condicdes de operacdo que maximizem o rendimento em biodiesel.
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7 — CONCLUSOES E SUGESTOES

7.1 - CONCLUSOES

Os OGRF'’s coletados em estabelecimentos comerciais da cidade de Macei6é foram
interessantes para a pesquisa sobre a producéo de biodiesel, uma vez que foram coletadas
amostras tanto de 6leo de soja quanto de gordura vegetal hidrogenada que s&o 0s principais

agentes de frituras de alimentos.

Pelas analises realizadas para caracterizacdo destas amostras pode-se constatar
gue a origem das amostras estava de acordo com o que informaram os fornecedores, ou
seja, a amostra A era realmente gordura residual e a amostra B era 6leo soja residual. Ainda
guanto as analises das caracteristicas das amostras pode-se concluir que os parametros
analisados: indices de acidez e de iodo, viscosidade cinematica, massa especifica e
composicbes em acidos graxos estavam de acordo com a literatura disponivel e

semelhantes aos de 6leo de soja virgem.

O planejamento fatorial fracionario usado neste estudo mostrou-se satisfatério para
avaliar os efeitos das varidveis (razdo Oleo:etanol, temperatura, tempo reacional e
concentracdo de enzimas). As condigcbes que maximizaram o rendimento em biodiesel,
dentro do intervalo estudado, foram: maior razdo 6leo:etanol (1:9), maior temperatura

(60°C), maior tempo reacional (72h) e maior concentracao de enzimas (10%).

Os rendimentos maximos obtidos em torno de 87% mostram que 0os OGRF’s tem
potencial para producdo de biodiesel, conseguindo assim, além de eliminar um problema
ambiental de descarte inadequado de OGRF’s, produzir um combustivel mais limpo que o

Oleo diesel e de origem renovavel.

Os resultados dos ensaios com segundo solvente ndo se mostraram satisfatérios
necessitando de mais estudos para maximizar a sintese de biodiesel de OGRF’s por via

enzimatica.
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7.2 — SUGESTOES

Diante dos resultados obtidos neste trabalho, para se dar continuidade e

complementar o estudo de obtencdo de biodiesel de OGRF’s por etandlise enzimatica,

sugere-se:

1.

Otimizar as condi¢cbes de operacgfes visando a maximizagdo do rendimento em

biodiesel na regido de maior rendimento dos experimentos realizados;

Estudar a reutilizacéo da lipase avaliando diferentes tratamentos para aumentar o
namero de ciclos em que a enzima imobilizada possa ser reutilizada sem perda

consideravel da atividade;

Realizar um estudo cinético detalhado da alcodlise enziméatica afim de verificar o

melhor tempo reacional para obtencado de biodiesel;

Otimizar, através de um planejamento experimental, o uso de solventes
organicos na etandlise enzimatica de OGRF’s, onde as influéncias da
concentracéo de dgua e de solvente organico no meio devem ser avaliadas, bem
como as influéncias da agitagéo orbital da camara rotativa, do tempo reacional e

do tipo de solvente;

Caracterizacdo do biodiesel obtido, quando esses apresentarem um teor minimo
em ésteres de 96,5% em massa, especificacao par biodiesel segundo a ANP.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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