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RESUMO

O biodiesel caracteriza-se como uma opc¢ao vantajosa para substituicdo do
diesel mineral. Entretanto, o método empregado industrialmente, a transesterificacao
alcalina, acaba por gerar grande volume de efluentes e limita-se ao uso de matérias-
primas com alto valor agregado, tornando-o menos competitivo ao diesel mineral. Uma
alternativa para o método convencional de producdo do biodiesel é a
hidroesterificacdo enzimatica, pois além de permitir a utilizacdo de matérias-primas de
baixo custo, o uso de enzimas como catalisadores apresenta alta eficiéncia catalitica
em condi¢cdes brandas de reacdo, biodegradabilidade, reutilizagdo da enzima e
reducdo do volume de residuos. Diante do exposto, o presente trabalho teve por
objetivo principal a producdo de ésteres metilicos por meio do processo de
hidroesterificacdo do Oleo de soja bruto, utilizando os seguintes catalisadores
enzimaticos NS 40116, Lecitase Ultra e Quara LowP, adquiridas junto a Novozymes.
Para a realizagdo deste estudo, inicialmente realizou-se ensaios de hidrélises com
100g de 6leo de soja bruto, 4% (em base massica de 6leo) de 4gua, a 45°C, 200 rpm
com 10 horas de reacdo empregando-se diferentes concentracdes e combinacgdes de
catalisadores. Obteve-se o melhor resultado, indice de acidez de 30,80%,
empregando-se de forma combinada 5000ppm de NS40116 e 50ppm de LowP. Numa
segunda etapa, testes de hidroesterificacdo foram realizados também em diferentes
combinagcBes e concentracdes de catalisadores, nas seguintes condi¢cdes de
processo: 100 g de Oleo de soja bruto, 2% (em base massica de 6leo) de agua, 1,5
equivalente de metanol - adicionado gradualmente ao longo da reacdo em 12 adi¢des,
a 45°C e 200rpm. A melhor condicao experimental foi encontrada empregando-se, de
forma combinada, 5000ppm de NS 40116 e 50ppm de Quara LowP em 72 horas de
reacao, obtendo-se um porcentual de glicerina combinada de 0,045% e uma reducgao
de 88,28% do teor de fésforo. Além disso, comparou-se este resultado com o obtido
por um ensaio em duas etapas, realizando-se primeiramente uma degomagem
catalisada pela enzima Quara LowP, seguida de hidroesterificacdo catalisada pela NS
40116, obtendo-se uma reducao de 89,57% de fésforo. Contudo, sob o ponto de vista
industrial, este processo torna-se inviavel, pois além de envolver mais etapas
empregou-se temperaturas maiores. Os resultados obtidos evidenciaram que a
hidroesterificacdo enzimatica em uma uUnica etapa € uma metodologia promissora
para a producao de biodiesel utilizando matéria-prima alternativa (6leo de soja bruto).

Palavras-chave: Lipase. Fosfolipase. NS40116. Quara LowP. Lecitase Ultra.



ABSTRACT

Biodiesel is characterized as an advantageous option for replacement of mineral
diesel. However, the industrially used method, alkaline transesterification, generates a
large volume of effluents and is limited to the use of raw materials with high added
value, making it less competitive with mineral diesel. An alternative to the conventional
method of biodiesel production is the enzymatic hydroesterification. In addition to
allowing the use of low cost raw materials, the use of enzymes as catalysts has high
catalytic efficiency under mild reaction conditions, biodegradability, reuse of the
enzyme and reducing the volume of waste. Considering the above, the main objective
of the present work was the production of methyl esters by the hydroesterification
process of crude soybean oil, using the following enzymatic catalysts NS 40116,
Lecitase Ultra and Quara LowP, purchased from Novozymes. In order to carry out this
study, hydrolysis tests were initially carried out with 100 g of crude soybean oil, 4%
(water-based oil), at 45°C, 200 rpm with 10 hours of reaction using different
concentrations and combinations of catalysts. The best result, acidity index of 30.80%
was obtained, using 5000ppm of NS40116 and 50ppm of LowP in a combined form. In
a second step, hydrothermalification tests were also performed in different
combinations and catalyst concentrations, under the following process conditions: 100
g of crude soybean oil, 2% (in water oil base), 1.5 equivalent of methanol - added
gradually over the reaction in 12 additions, at 45 °C and 200rpm. The best experimental
condition was found using 5000ppm of NS 40116 and 50ppm of Quara LowP in a
combined 72 hours of reaction, yielding a combined percentage of glycerol of 0.045%
and a reduction of 88.28% of the content of phosphorus. In addition, this result was
compared with that obtained by a two-step assay, first performing a degumming
catalyzed by the enzyme Quara LowP, followed by hydroesterification catalysed by NS
40116, obtaining a reduction of 89.57% of phosphorus. However, from the industrial
point of view, this process becomes impracticable, since in addition to involving more
stages we used higher temperatures. The results obtained evidenced that the
enzymatic hydroesterification in a single step is a promising methodology for the
production of biodiesel using alternative raw material (crude soybean oil).

Keywords: Lipase. Phospholipase. NS40116. Quara LowP. Lecitase Ultra.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Sintese enzimatica de ésteres metilicos a partir de 6leo de soja bruto

O qué?
E possivel obter altas conversées de ésteres metilicos a partir de 6leo de

soja bruto empregando o processo de hidroesterificacdo enzimatica?

Por qué?

e Reduzir os custos da producédo de ésteres metilicos a partir da matéria-
prima 6leo de soja;

e O Oleo de soja degomado e neutralizado continua sendo a matéria-prima
predominante para a producao de biodiesel;

Quem ja fez?

Em uma busca realizada no periédico Capes a partir dos termos
hidroesterificacdo, producdo enzimatica, ésteres metilicos, encontrou-se 5
artigos que relatavam a producéo de ésteres metilicos empregando Oleo de soja

bruto como substrato, a partir de hidroesterificacdo catalisada por enzimas.

Hipbtese
E possivel realizar em uma Unica etapa o processo de hidroesterificacéo

do d6leo de soja bruto combinando uma lipase com uma fosfolipase?

Como fazer?

Estudar o processo de hidroesterificagdo do o6leo de soja bruto

empregando as enzimas fosfolipase e lipase de forma individual e combinada.




DIAGRAMA ESQUEMATICO DO TRABALHO

Oleo de soja bruto

Caracterizacdo

indices de acidez; indices de peréxidos;
Indices de saponificacédo; Teor de umidade
Teor de cinzas; Teor de fasforo
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Ensaios de hidrdlise
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1 INTRODUCAO

A importancia comercial e econ6mica da sintese de ésteres metilicos esta
relacionada a ampla aplicacdo desses compostos nos diversos tipos de industrias,
podendo-se citar a farmacéutica, alimenticia e cosmética. Além disso, esses ésteres sédo
empregados na obtengéo do biodiesel, que se caracteriza como uma alternativa vantajosa
para a substituicdo dos combustiveis de origem féssil, pois, além de ser obtido a partir de
uma biomassa renovavel, sua queima emite menor quantidade de gases poluentes e
toxicos (CHEN et al., 2009; MISHRA et al., 2009; FAN; WANG; CHEN, 2011; SOARES,
2014). Os principais componentes do biodiesel sdo ésteres obtidos a partir de alcoois de
cadeia curta e misturas de acidos graxos de cadeias longas, comumente derivadas de 6leos
vegetais (Al-Zuhair, 2007; GALLINA, 2011). Porém, outras fontes de &cidos graxos vém
sendo estudadas, por exemplo: as gorduras de origem animal, gorduras provenientes de
esgotos, 6leos residuais de frituras e borras acidas provenientes do processo de refino de
oleaginosas, com o objetivo de reduzir o custo da producao desse combustivel (SOARES,
2014).

Atualmente para a producdo industrial deste biocombustivel, a transesterificacdo
alcalina € o método mais utilizado, devido a alta eficiéncia, rapidez e baixo custo. Nesse
processo ocorre a reacdo entre Oleos vegetais degomados e/ou gordura animal, com um
alcool (geralmente metanol), na presenca de um catalisador (hidroxido de potassio ou
hidroxido de sédio), tendo como produtos ésteres metilicos e como co-produto o glicerol
(GALLINA, 2011; SOARES, 2014). Porém, nessa reacdo é necessario o uso de fontes de
triacilgliceréis (TAGs) com baixo teor de &cidos graxos livres (AGLS) (< 1%) e umidade
(<0,5%). Pois, na transesterificacao alcalina, os AGLs consomem o catalisador, resultando
em sabdo (dificultando a recuperacdo do biodiesel) e a 4gua pode hidrolisar os TAGS,
formando uma emulséo e, consequentemente, reduzindo o rendimento da reacao. Fato este
gue limita a utilizacdo de matérias-primas de baixo custo, que contém quantidades
significativas de AGLs e agua (BANKOVI¢-ILIC; STAMENKOVI¢; VELJKOVIE, 2012;
DEMIRBAS et al., 2016 ;SOARES, 2014).

Uma alternativa para o método convencional de producdo do biodiesel é a
hidroesterificacdo, onde, na etapa de hidrolise os TAGs s&o convertidos em AGLs,
independentemente da acidez e da umidade da matéria-prima. Com este processo pode-

se aumentar o rendimento da reacéo, ja que o glicerol é removido na hidrolise. Além disso,
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tanto a etapa de hidrélise, quanto a de esterificacdo, podem ser catalisadas pelas vias
qguimica, enzimatica e/ou pela combinacgdo das duas vias (SOARES, 2014).

Em relagdo a catdlise enzimatica, destaca-se que o uso de enzimas como
catalisadores na sintese de biodiesel apresenta diversas vantagens, podendo-se citar a alta
eficiéncia catalitica em condi¢cdes brandas de reacéo, biodegradabilidade, reutilizacdo do
catalisador e reducao do volume de efluentes decorrentes do processo de purificagcdo dos
ésteres metilicos (CESARINI et al., 2014).

Apesar das diversas vantagens ambientais relacionadas ao uso e producdo do
biodiesel, comercialmente ainda se considera mais viavel o diesel mineral. Uma vez que o
custo médio, para as distribuidoras, desse combustivel € de R$ 2,68 por litro, enquanto o
biodiesel custa em torno de R$ 3,17 por litro (ANP, 2017). O elevado custo do biodiesel
esta relacionado, principalmente, a matéria prima empregada na sua producdo. No 59°
Leildo (L59), que visa garantir o abastecimento de biodiesel no mercado nacional durante
o periodo de 01 de marc¢o a 30 de abril de 2018, o éleo de soja degomado e neutralizado
correspondeu a 65,98% da matéria prima utilizada e, em funcéo dos processos envolvidos
na sua obtencéo, possui um alto valor agregado (preco médio em 2017 de R$ 2,20 o litro),
0 que representa atualmente cerca de 70% dos custos de producdo. (ENCARNACAO,
2008; CESARINI et al., 2014; ANP, 2018).

Industrialmente, para a obtencao do éleo de soja degomado, as degomagens com
agua e acida sao as mais utilizadas. No processo de degomagem a agua, é adicionado 1-
3% de agua ao Oleo de soja aquecido (60-70 °C) sob agitagdo, por um periodo de
aproximadamente 30 minutos. Em seguida, as gomas sao separadas por centrifugagao
(MANDARINO; HIRAKURI; ROESSING, 2015). Porém, esse processo resulta em perdas
de rendimento na producgéo de biodiesel (NOVOZYMES, 2015; MANDARINO; HIRAKURI;
ROESSING, 2015; ROSA et al., 2016). Ja a degomagem &cida caracteriza-se pela adi¢ao
de acido fosférico 85%, sendo adicionado 01-0,4% do acido ao 6leo bruto, em temperatura
de 60-65 °C, a separagao da goma é realizada via centrifugagcdo ou ainda através de
filtragdo. Porém, ha geracao de efluente aquoso, cujo tratamento onera o processo.

Diante do exposto, a sustentabilidade da cadeia de producgéo de biodiesel, passa,
primordialmente, pelo desenvolvimento de processos economicamente e ambientalmente
viaveis, pautados na utilizacdo de matérias-primas de baixo custo e ndo comestiveis, como
0 Oleo de fritura, residuos graxos industriais, 0leo de soja bruto, etc. Dentre as matérias-

primas de baixo custo, destaca-se o potencial do 6leo de soja bruto, 6leo extraido a partir
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de flocos de soja, utilizando o hexano como solvente. Enquanto que, o 6leo de soja
degomado, utilizado atualmente na producédo de biodiesel, € obtido a partir do 6leo de soja
bruto, do qual a maior parte das gomas naturais (fosfolipidios) é removida pelo processo de
degomagem. Atualmente, 6leo de soja degomado apresenta-se como matéria-prima para
uma série de segmentos como: Matéria prima para a producédo de Biodiesel, Ingrediente
para Alimentacdo Animal e Matéria prima para Industrias de Refino de 6leo vegetal. Ja dleo
de soja bruto, para ter mercado, precisa de uma etapa adicional de degomagem.

Neste contexto, evidencia-se a potencialidade da producdo de biodiesel por
hidroesterificacdo, processo caracterizado por uma etapa de hidrolise que antecede a
esterificacdo. Na hidrélise, gera-se glicerina e acidos graxos, além disso a hidrélise
aumenta a acidez da matéria-prima. Esse processo possibilita 0 emprego de matérias-
primas de menor custo, ou seja, com elevado indice de acidez e umidade. Além disso, a
hidroesterificacdo pode ser catalisada por por via quimica, por via enzimatica, ou ainda pela
combinacdo das duas vias (SOARES, 2014). Entretanto, a catalise enzimética exibe
algumas vantagens, como por exemplo, biodegradabilidade do catalisador, uso de
condicBes brandas de temperatura e pH refletindo em menor degradacdo do produto,
solubilidade em meios aquosos, etc. (FILHO; VIEIRA, 2002; POPIOLSKI, 2011).

Diante dessas consideracdes, propde-se nesse trabalho a producdo de ésteres
metilicos por meio do processo de hidroesterificacéo do 6leo de soja bruto, utilizando como
catalisadores uma lipase, com a capacidade de hidrolisar 6leos vegetais, e uma fosfolipase,
com elevada atividade enzimatica sobre fosfolipidios. Possibilitando através desse
processo uma maior liberaracao de 6leo neutro e &cidos graxos livres, reducéo da formacao
de gomas e sabdo e consequentemente ndo sendo necessario o uso de produtos quimicos
para degomagem (NOVOZYMES,2017), consequentemente tornando o processo de

obtencdo desses ésteres metilicos menos oneroso.
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2. OBJETIVOS

Esta secdo apresenta o objetivo geral e os objetivos especificos propostos neste

trabalho.

2.1 OBJETIVO GERAL

Propor uma alternativa ao método convencional de producédo de ésteres

metilicos a partir do 6leo de soja degomado e neutralizado ao substitui-lo pelo processo de

hidroesterificacdo do 6leo de soja bruto, empregando como catalisador as enzimas

comerciais fosfolipases e lipases.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para atender o objetivo geral, procuram-se cumprir as seguintes etapas:

Caracterizar a matéria-prima quanto aos indices de acidez, peroéxidos,
saponificagao, teores de fosforo, umidade e cinzas;

Realizar ensaios de hidrolise do 6leo bruto com a enzima fosfolipase para
liberacdo dos grupos fosfatos, avaliando a influéncia das variaveis
concentracado de enzima, temperatura;

Investigar as variaveis concentracdo de enzima na reagado de
hidroesterificacao do 6leo de soja bruto empregando uma lipase comercial;
Avaliar o processo de hidroesterificagao do 6leo de soja bruto combinando as

enzimas fosfolipase e lipase em uma unica etapa;
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3. JUSTIFICATIVA

A humanidade faz uso de combustiveis desde a antiguidade, por exemplo, a queima
da madeira, contudo com a Revolucao Industrial, houve um grande aumento na busca por
novos combustiveis. Assim, aumentou-se drasticamente a exploragcédo de recursos naturais
como o carvao mineral, o petréleo e a madeira (RODRIGUES, 2007; CHRISTOPHER,
KUMAR, ZAMBARE, 2014).

Embora tenha contribuido para o desenvolvimento do setor industrial, de
transporte, agricola e de alimentos, a exploracdo dos recursos naturais, desvinculada da
preservacdo ambiental, trouxe prejuizos ao meio ambiente. Essas consequéncias ao
ambiente foram causadas tanto pelos processos de extracdo dos combustiveis fosseis
guanto pela poluicdo devido aos produtos da queima destes combustiveis. Além do intenso
desenvolvimento tecnoldgico observa-se, nas ultimas décadas, um grande aumento na
populacdo mundial, dessa maneira, para suprir as necessidades energéticas ampliou-se o
consumo de energia. Porém, a maior parte da energia produzida e utilizada é de origem
foéssil, podendo-se destacar o carvdo mineral, petréleo, gas natural e uranio (RODRIGUES,
2007; GALLINA, 2011; RAMOS et al.,2017).

Nesse contexto, tornou-se crescente a busca pela producéo de energias através de
fontes renovaveis, com o objetivo de substituir gradativamente as fontes de energias nédo
renovaveis, particularmente o diesel de petroleo. Atualmente o setor de biocombustiveis é
de grande interesse para a sociedade mundial. Pois além de serem obtidos a partir da
biomassa renovavel, sua combustao emite menor quantidade de gases téxicos e poluentes.
No Brasil, evidenciam-se estudos voltados ao etanol, biodiesel, biogas e bio-Hz. Dentro das
propostas de combustivel renovavel, destaca-se o biodiesel (monoésteres alquilicos) como
uma vantajosa proposta em substituicdo ao diesel convencional (RODRIGUES, 2007,
RAMOS et al., 2003; CHRISTOPHER, KUMAR, ZAMBARE, 2014).

Apesar do biodiesel ser de origem renovavel e sua queima emitir menores
guantidades de gases toxicos, economicamente esse biocombustivel ndo é competitivo ao
diesel mineral (ANP, 2018). Isso ocorre devido ao elevado custo do processo de producao
do biodiesel empregado industrialmente, pois, embora a transesterificacdo alcalina de éleos
possibilite altos rendimentos de ésteres metilicos e/ou etilicos, esse método empregada
matérias-primas de custo elevado (baixos teores de AGL e umidade), além disso, é
necessario o tratamento dos efluentes gerados na purificagdo dos ésteres, o que também
contribui para a elevacéo do custo do processo (PARENTE, 2003; RAMOS et al.,2017).
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Atualmente, muito em fungéo da variacédo do preco da soja e do metanol no mercado
nacional, estima-se que a matéria-prima pode representar de 50 a 85% do custo total do
biodiesel, nesse sentido o uso do 6leo de soja bruto como matéria-prima contribui para a
reducdo do custo do biodiesel (CHEN et al., 2009; SOARES, 2014). Porém, o 6leo de soja
bruto caracteriza-se por apresentar elevados teores umidade e fosforo, o que pode
acarretar em dificuldades no armazenamento, devido a formacdo de precipitado e
acumulacao de agua. Além disso, a presenca de quantidades elevadas de fésforo facilita a
formacdo de emulsdo, dificultando a separacdo e causando perdas de rendimento
(CESARINI et al.,, 2014; DEMIRBAS et al.,, 2016). Uma alternativa para os problemas
impostos pelo método tradicional de sintese de biodiesel é a hidroesterificacdo enzimatica,
pois nesse processo pode-se utilizar matérias-primas de baixo custo, sem interferéncias em
relacdo a acidez e umidade.

A sintese de biodiesel por hidroesterificacdo apresenta diversas vantagens em
relacéo ao processo tradicional, uma vez que o biodiesel gerado apresenta elevada pureza,
resulta em um aumento do rendimento da reacdo, ndo ha necessidade de lavagem,
consequentemente menor geracao de efluentes. Além disso, quando empregado enzimas
como catalisadores tem-se condi¢cdes brandas de reacédo, biodegrabilidade do catalisador
e ndo ocorre a producédo de produtos secundarios, devido a alta especificidade das enzimas
(ENCARNACAO, 2008; NOVOZYMES, 2015). Assim, enfatiza-se a importancia de estudos
gue possibilitem compreender o processo de hidroesterificacdo enzimatica de 6leos brutos,
buscando produzir ésteres metilicos de alta qualidade, obter elevados rendimentos e
reducdo dos custos de producéo do biodiesel, a fim de que esse biocombustivel se torne
mais competitivo ao diesel derivado do petroleo.
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4. REFERENCIAL TEORICO

Nesta seg¢do apresenta-se a fundamentagcdo tedrica necessaria ao
desenvolvimento deste trabalho, incluindo tépicos sobre: Aplicagao industrial dos ésteres;
Biodiesel; Matérias-primas; Métodos empregados na sintese de biodiesel; Enzimas;

Lipases e fosfolipases; Catalise enzimatica e Degomagem enzimatica.

4.1 APLICACAO INDUSTRIAL DOS ESTERES

A producdo de ésteres pode ocorrer através de diferentes metodologias,
podendo-se citar a reagdo entre alcoois e acidos carboxilicos (esterificagdo); através de
fontes naturais por destilacido e extracdo com solventes adequados ou ainda através de
reagoes de interesterificacdo, reagdes de trocas de grupos acilas entre ésteres e acidos
carboxilicos (aciddlise), entre ésteres e alcoois (alcolise) ou glicerdis (glicerdlise) e entre
ésteres (transesterificagdo) (ADACHI; KOBAYASHI, 2005; GUVENC; KAPUCU;
MEHMETOgLU, 2002; POPIOLSKI, 2011).

Os produtos obtidos por meio dessas metodologias apresentam uma vasta aplicagao
industrial. Os ésteres obtidos a partir de acidos e alcoois de cadeia curta (2-8 atomos de
carbono) sdo importantes componentes de aromas e flavorizantes utilizados nas industrias
de alimentos, bebidas, cosméticos e medicamentos. Por outro lado, os ésteres de
esterificacao de acidos carboxilicos de cadeia longa (12-20 atomos de carbono) com alcoois
de cadeia longa sao empregados como lubrificantes e plastificantes em maquinas de alta
precisdo. Ja os ésteres resultantes das reacdes entre acidos de cadeia longa com alcoois
de cadeia curta (2-8 atomos de carbono) sdo empregados nas industrias como aditivos em
alimentos, detergentes, cosméticos e em medicamentos (GUVENC; KAPUCU;
MEHMETOgLU, 2002; POPIOLSKI, 2011).

Além disso, esses ésteres sao aplicados na obtencao do biodiesel, uma alternativa

promissora para a substituicdo dos combustiveis fosseis, nesse caso o diesel de petrdleo.
4.2 BIODIESEL
De acordo com a Lei n°® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, define-se biodiesel

como um “biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a

combust&o interna com ignicdo por compressao ou, conforme regulamento para geragao
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de outro tipo de energia, que possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem
féssil” (ANP, 2005).

O uso de dleos vegetais como matéria-prima para produgédo de combustiveis a serem
utilizados em motores de compressao se iniciou em 1900, quando Rudolph Diesel
apresentou, na Exposi¢gao Mundial de Paris, um protétipo de motor acionado com 6leo de
amendoim (obtido por transesterificacdo). Entretanto, a grande oferta de petrdleo, seu
menor prego e a elevada viscosidade dos 6leos vegetais determinaram a preferéncia pelos
derivados do petroleo como combustiveis (LUCENA, 2004; RODRIGUES, 2007;
POPIOLSKI, 2011).

Porém, durante a Segunda Guerra Mundial, houve inativacdo do abastecimento de
combustiveis fosseis, estimulando pesquisas na busca por fontes alternativas de energia.
Entretanto, no final da Guerra, o restabelecimento do fornecimento de petrdleo e importagao
dessa fonte de energia do Oriente médio com baixos valores, desestimulou novamente o
uso de outros combustiveis (LUCENA, 2004; POPIOLSKI, 2011).

Ja em 1973 devido a crise do petréleo varias universidades brasileiras voltaram-se
a estudar a produgao de combustiveis a partir de matérias-primas vegetais para substituir
o diesel. No ano de 1979 pesquisas realizadas na Universidade Federal do Ceara (UFC)
resultaram em um novo combustivel obtido através de 6leos vegetais e com propriedades
semelhantes as do oleo diesel derivado do petrdleo, o biodiesel obtido pelo processo de
transesterificagdo (PARENTE, 2003; POPIOLSKI, 2011).

No intuito de incentivar a producado de biodiesel em 2004, no Brasil, criou-se o
Programa Nacional de Produgdo e Uso do Biodiesel, com o objetivo de implementar a
producdo de biodiesel de forma sustentavel, com enfoque na inclusdo social e no
desenvolvimento regional (POPIOLSKI, 2011). De acordo com a lei n° 11.097 de 13 de
janeiro de 2005, estabeleceu-se um percentual minimo obrigatério de 2%, em volume de
biodiesel no diesel. Porém, com o passar dos anos esse porcentual foi sendo aumentado,
em 2014, através da Lei n° 13.033 estabeleceu-se um cronograma, acordo com qual até
marc¢o de 2017 o Oleo diesel comercializado no pais deve conter 8% de biodiesel (ANP,
2017). Atualmente todo o diesel comercializado no territério nacional possui 10% de
biodiesel, sendo este percentual antecipado de 2019 para 1° de marcgo de 2018, por decisao
do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) em novembro de 2017. (AGENCIA
BRASIL, 2018).
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O Brasil exibe um grande potencial para producdo de biodiesel, pois possui
abundéancia em terras cultivaveis e etanol, além de uma vasta diversidade vegetal. Em
2016, a producéo de biodiesel foi de 3.801,339 m? e a producéo de 2017 foi de 4.300 m?.
Para a producéo de 2018, estima-se um total de 4.500 m3, podendo este valor ser ampliado
em funcdo do aumento da atividade econdmica do pais. Destaca-se que atualmente o pais
€ 0 segundo maior consumidor de biodiesel no mundo, perdendo apenas para os Estados
Unidos da América (ANP, 2018).

4.3 MATERIAS-PRIMAS

O biodiesel é composto por ésteres alquilicos de acidos graxos de cadeia longa.
Esse combustivel, renovavel e biodegradavel, € comumente produzido a partir de uma
reagao de transesterificagao, entre 6leos ou gorduras com um alcool primario de cadeia
curta na presenca de um catalisador (SOARES, 2014; GALLINA, 2011).

Dentre aos alcoois empregados na sintese de biodiesiel, o metanol é€ o mais utilizado,
por apresentar maior reatividade e menor custo, como pode ser observado na Figura 1.
Porém apresenta maior toxidade e maior risco de explosao quando comparado ao etanol.
Além disso, o metanol é obtido principalmente a partir de gases derivados do petréleo. Ja
o etanol é obtido principalmente através do grdo do milho e a cana-de-agucar (fontes
renovaveis) (SOARES, 2014).

Figura 1. Pregos de Insumos no Produtor: Metanol x Etanol anidro
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Em relacéo as fontes de acidos graxos empregadas na sintese do biodiesel, estas

podem ser 6leos vegetais, gorduras animais, 6leos de reuso e residuos graxos. No Brasil,
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dentre as matérias-primas, de origem vegetal, destaca-se a transesterificacdo de d6leos
como o de soja, girassol, algodao, amendoim, canola e palma (CESARINI et al., 2014;
DEMIRBAS et al., 2016; ANP, 2017). No entanto, para a produgao industrial, o 6leo de soja
degomado e neutralizado é o mais empregado, representando mais de 65% da matéria-

prima utilizada na produgao biodiesel no pais, fato que pode ser observado na Figura 2.

Figura 2. Matérias-primas empregadas para a producdo de biodiesel no Brasil no
1°Trimestre de 2018
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Sabe-se que o 6leo de soja corresponde a aproximadamente 90% do 6leo vegetal
produzido no pais. A soja representa a maior parcela do 6leo vegetal produzido no Brasil,
devido a diversas razdes dentre as quais pode-se citar a cadeia produtiva bem estruturada,
tecnologias de produgdo modernas; rapido retorno do investimento (ciclo de 4 a 5 meses)
e € um dos 6leos mais baratos. Além disso, a soja pode ser armazenada por longos
periodos, aguardando a melhor oportunidade para venda (DALL'AGNOL, 2007).

Adicionalmente a esses fatores, a soja € um produto de facil comercializagao, uma
vez que sdo poucos os produtores mundiais (EUA, Brasil, Argentina, China, india e
Paraguai) e exportadores (EUA, Brasil, Argentina e Paraguai), porém todos os paises sao
compradores (DALL'AGNOL, 2007). Os aspectos expostos acima somados a boa

estabilidade do 6leo e ao seu baixo teor de AGL justificam o fato do éleo de soja ser o mais
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utilizado na sintese de biodiesel, porém, isso resulta em um aumento do custo de producéao
do biodiesel.

Destaca-se que a sintese do biodiesel através da transesterificagao alcalina, método
mais empregado industrialmente, possui a necessidade de o material de partida apresentar
teores minimos de AGLs (abaixo de 1%) e de agua (abaixo de 0,5%). Uma vez que a
presencga de AGLs leva a formacao indesejavel de sabdes e a presenga de agua pode levar
a hidrdlise dos TAGs, 0 que se caracteriza como a principal dificuldade de se utilizar
materiais graxos residuais (BANKOVI¢-ILI¢; STAMENKOVI¢; VELJKOVIE, 2012; SOARES,
2014).

Sabe-se que a matéria-prima pode representar 50 a 85% do custo total do biodiesel,
nesse sentido a escolha do material de partida € um fator que deve ser avaliado em relagéo
ao custo, rendimento, qualidade e aproveitamento dos subprodutos (CHEN et al., 2009;
SOARES, 2014). Devido a isso, compreende-se que o uso de matérias-primas residuais ou
nao refinadas contribui para a redugao do custo do biodiesel e dos impactos ambientais,
tornando-o mais competitivo comercialmente.

Nesse contexto, o uso de Oleo de soja bruto caracteriza-se como um substrato
vantajoso para a sintese enzimatica de biodiesel, entretanto o 6leo de soja bruto apresenta
uma quantidade relativamente elevada de fésforo, geralmente tem um teor de 400 a 1.200
ppm e um porcentual de 1-3% de fosfatideos, o que pode acarretar em dificuldades no
armazenamento, devido a formagéao de precipitado e acumulo de agua (CESARINI et al.,
2014; DEMIRBAS et al., 2016).

Devido a isso, os fosfolipidios sdo geralmente removidos por degomagem de
natureza fisica ou quimica, que acabam onerando o processo de producdo do biodiesel.
Porém, estudos anteriores mostraram que a degomagem enzimatica exibe diversas
vantagens, pois, evita o tratamento acido usado para a remocédo de gomas, consequente
evita a neutralizacio e a alta temperatura utilizada nos sistemas. Além disso, proporciona
uma boa redugéo do teor de fésforo, tornando o processo mais ecolégico e com maior
rendimento (CESARINI et al., 2014).

Cesarini, Diaz e Nielsen (2013) avaliaram o desempenho de uma lipase liquida
Callera Trans L (EP 258068, Novozymes) para a produgao de ésteres metilicos. As misturas
reacionais empregadas consistiram em 20 g de 6leo de soja em bruto, 1% (m/m, em base

de dleo) de solugéo Callera Trans L e diferentes quantidades de agua: 3%, 5%, 10%, 15%
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(m/m, em base de 6leo). A melhor conversdo em ésteres metilicos foi de 96%, obtida
quando empregadas concentragdes baixas de agua (3-5%).

Cesarini e colaboradores (2014) utilizaram uma combinagdo de fosfolipases
(Lecitase Ultra, LLPL-2 e PLC) e uma lipase liquida (Callera Trans L), com o objetivo de
realizar a degomagem e a transesterificagdo do éleo de soja bruto em uma unica etapa, os
autores alcangcaram uma transformagédo completa em ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMEs > 95 %) e uma boa reducéo de fésforo (P <5 ppm ). No procedimento experimental
as enzimas (lipases e fosfolipases) foram adicionados ao mesmo tempo em 20 g de dleo,
foram adicionados 3,5 % de agua destilada, 10 ppm de NaOH e 1,5 eqgs de 6leo de metanol,
bombeado em um gradiente linear durante 10 h, a 35 °C com agitagdo de 250 rpm em
shaker. Dessa maneira, pode-se afirmar que ao contrario da producéo quimica, o processo
de producao enzimatica de biodiesel ndo é prejudicado pelas altas concentragdes de AGLs,

permitindo o uso de matérias-primas de baixo custo, no caso o 6leo de soja bruto.

4.4 METODOS EMPREGADOS NA SINTESE DE BIODIESEL

A sintese de ésteres alquilicos pode ocorrer através de diferentes
metodologias, como as reag¢des de esterificacdo, acidolise, alcodlise, glicerdlise e
transesterificacdo (ADACHI; KOBAYASHI, 2005; GUVENC; KAPUCU; MEHMETOgLU,
2002; POPIOLSKI, 2011).

Industrialmente o método mais empregado para a sintese de biodiesel € a
transesterificagdo com catalisador basico homogéneo. Por meio deste processo os
rendimentos obtidos sao superiores a 95% em até 1 h de reacdo, com uma razao molar de
TAG:metanol de 1:6 (excesso de metanol) (RAMOS et al., 2011; SOARES, 2014).

A transesterificagdo consiste na reagao entre triglicerideos e alcool (comumente
metanol e etanol) em presenga de catalisador, Figura 3. Essa reagado acontece em trés
etapas, tendo como intermediarios diacilglicerdis e monoacilglicerdis, subproduto o glicerol
e como produtos ésteres metilicos ou etilicos (ENCARNACAO, 2008; SOARES, 2014).
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Figura 3. Representacao da transesterificagdao de um TAG com metanol
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FONTE: REINALDI et al.,2007

A sintese industrial do biodiesel via transesterificagcao envolve diversas etapas sendo
elas, a preparacdo da matéria-prima, reacdo, separacdo de fases, recuperagdo e
desidratacao do alcool, purificagdo dos produtos e sub-produtos. Porém, na producao de
biodiesel através da transesterificagao gera-se residuos de dificil tratamento. Além disso, a
transesterificagdo limita-se ao uso de matérias primas com baixo teor de acidos graxos
livres e umidade, dificultando o emprego de substratos de baixo valor agregado (PARENTE,
2003).

Uma alternativa para os problemas impostos pela transesterificagao € o processo de
hidroesterificacdo, no qual pode-se utilizar qualquer matéria prima, independentemente de
sua acidez e teor de umidade. Esse método caracteriza-se por uma uma etapa de hidrélise
que antecede a esterificagcao. Na etapa de hidrélise, gera-se glicerina (com elevada pureza)

e acidos graxos, além disso a hidrolise aumenta a acidez da metéria-prima (Figura 4).

Figura 4.Representacao da hidrélise de um TAG
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CH,—0—C—R" CH,—OH R"CO,H
Triacilglicerol glicerol acidos graxos

FONTE: FERNANDES, 2002.
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Terminada essa etapa, a glicerina € removida e ocorre a esterificacdo dos acidos
graxos com um alcool (Figura 5). Dessa maneira, a sintese de biodiesel por
hidroesterificacdo apresenta diversas vantagens em relagdo ao processo tradicional, uma
vez que resulta em um aumento do rendimento da reag¢ao, nao ha necessidade de lavagem,

consequentemente menor geragao de efluentes e consumo de reagentes.

Figura 5. Representacao da esterificagdo de um TAG com metanol
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FONTE: LEAO, 2009.

Além disso, a agua € o subproduto dessa reagao e pode ser reutilizada no processo
de hidrélise (ENCARNACAO, 2008). Com relagdo ao uso de catalisadores, tanto a etapa
de hidrélise quanto a de esterificacdo podem ser catalisadas por via quimica, por via

enzimatica, ou ainda pela combinacao das duas vias (SOARES, 2014).

4.5 ENZIMAS

As enzimas vém adquirindo importancia na sintese organica devido a sua alta
seletividade e atividade catalitica. Além disso, apresentam diversas vantagens ambientais,
como por exemplo, a biodegradabilidade do catalisador, uso de condi¢gdes brandas de
temperatura e pH refletindo em menor degradagcéo do produto, solubilidade em meios
aquosos, etc. (FILHO; VIEIRA, 2002; POPIOLSKI, 2011).

Atualmente, a expansao do mercado de enzimas esta relacionada a diversos fatores,
dentre os quais pode-se citar, a melhor compreensido da bioquimica de produgao, dos
métodos de recuperacio e a variedade de transformacdes que as enzimas podem catalisar
(SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001;KIRK; BORCHERT; FUGLSANG, 2002).

Entende-se por enzimas, proteinas que exibem atividade catalitica sobre as reacdes
biologicas, em condigbes fisiologicas de atividade ibnica, pH, temperatura entre outros. A

atividade bioldgica das enzimas é devida a existéncia de um centro ativo, comumente
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constituido de residuos de aminoacidos da cadeia proteica e um grupo nao-proteico (ions
metalicos ou moléculas organicas) (LEHNINGER,1986).

Embora as enzimas possam ser derivadas de animais, plantas e de microrganismos,
a maior parte das enzimas empregadas industrialmente € de origem microbiana. Isso ocorre
devido ao rapido crescimento dos microrganismos em meios de baixo custo, a grande
variedade de atividades cataliticas disponiveis, aos altos rendimentos possiveis, a
facilidade de manipulagdo genética e ao fornecimento regular devido a auséncia de
flutuagdes sazonais (TREICHEL et al.,2010). As enzimas hidroliticas, (proteases, celulases,
amilases e lipases), sdo as mais empregadas na quimica organica, por apresentarem ampla
disponibilidade, baixo custo, condigdes suaves de sintese, ndo necessitam cofatores e
exibem ampla especificidade para substratos (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI,
2004; SOARES, 2014).

4.6 CATALISE ENZIMATICA

Enzimas sdo moléculas constituidas por dobraduras de aminoéacidos
(estrutura tridimensional), na natureza, sao responsaveis por catalisar as reacoes
bioguimicas. A maioria das enzimas sao solUveis em agua e geralmente funcional em um
ambiente hidratado (NOVOZYMES, 2015). Os biocatalisadores caracterizam-se por
apresentarem regiosseletividade e a enantiosseletividade, o que resulta em um namero
reduzido de subprodutos, além disso, as enzimas necessitam de condi¢cdes brandas de
temperatura e pressao, exibindo assim diversas vantagens em relagédo aos catalisadores
acidos e basicos (FACIOLI; GONCALVES, 1998; CASTRO et al., 2004; RAMOS et al.,
2011; SOARES, 2014).

Em relacdo a sintese de biodiesel, o uso de enzimas como catalisadores
permite produzir biodiesel de alta qualidade a partir de 6leos residuais e ndo-alimenticios.
Pois, a atividade da enzima independe da concentracdo de AGLs no 6leo e permanece
eficiente num ambiente contendo umidade. Além disso, o catalisador enzimatico é
altamente especifico, assim, a transesterificacdo enziméatica ndo produz produtos
secundarios indesejados, tais como compostos de oxidacdo (NOVOZYMES, 2015).

Embora a producéo de biodiesel por hidroesterificagcéo catalisada por enzimas
ainda ndo tenha sido desenvolvida comercialmente, ha um crescente interesse em

compreender as condigBes 6timas para o desenvolvimento deste processo, na busca por
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tornar a producéo de biodiesel por hidroesterificacdo economicamente competitiva com o

método convencional. Fato que pode ser observado na Tabela 1.

Tabela 1. Estudos de producdo de ésteres metilicos/ etilicos por hidroesterificacao

enzimatica
Referéncia (ADACHI et | (AGUIEIRAS (ZZEI;ltEa\I/IC (LENZI,
al., 2013) | etal., 2014) 2014) 2017)
Lipase
. . proveniente Enzima Lipozyme
Catalisador/Hidrélise de Candida vegetal' TLIM NS-40116
rugosa
Conversao e tempo *24 h 99,6%, 6h *o* *24h
Lipase Novozym
. proveniente Solido 435 e
EC:sattea:':If?::O;L de fermentado _ NS-40116
¢ Aspergillus seco? Lipozyme
oryzae TL IM.
0,
Conversao e tempo 90-93%,* 91%, 8h 91%, * 722,2h/0,

* Nao informado pelos autores. 'Obtida a partir de sementes de mamona. 2 Com atividade de lipase de

Rhizomucor miehei.

Através dos estudos realizados anteriormente, observa-se que as enzimas podem
catalisar tanto a etapa de hidrélise quanto de esterificacao, sem problemas de inativagao
pelo metanol, nesta ultima etapa. Em trabalhos realizados por Watanabe et al. (2007) e
Adachi et al. (2013) adicionaram-se na reagao de esterificagdo catalisada por lipases
provenientes de C. antarctica e Aspergillus oryzae respectivamente, metanol, nas razbes
molares 5:1 e 1,5:1, em uma unica etapa e obtiveram elevados rendimentos, 96% e 90-
93% de conversdo em 24 h e 10 h. Desta maneira, percebe-se o potencial do uso de lipases
para a producao de ésteres metilicos e etilicos via hidroesterificacdo. Uma vez que, na
etapa de hidrélise, as lipases possibilitam uma boa conversao de AGLs, além disso, na
esterificac&o resulta em satisfatorias conversdes em ésteres metilicos e etilicos (SOARES,
2014).
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Dessa maneira, as enzimas caracerizam-se como eficientes catalisadores, uma vez
que catalisam varias reagdes de forma seletiva e especifica, em condigdes brandas de
temperatura, resultando em elevados rendimentos, devido a ndo ocorréncia de reagdes
paralelas (DE OLIVEIRA; MANTOVANI, 2009).

4.7 LIPASES E FOSFOLIPASES

Lipases (triacilglicerol hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sao enzimas hidroliticas que
catalisam a hidrélise de TAGs de cadeia longa (trioleina), tendo como produto os acidos
graxos correspondentes e como subproduto o glicerol. As lipases destacam-se também por
catalisar outras reacdes, como as de esterificacdo, transesterificagao, interesterificacéo,
entre outras (DIAZ et al., 2006; JAEGER; EGGERT, 2002; SOARES, 2014). Além disso,
essas enzimas nao requerem cofatores, sdo de baixo custo, regioespecificas, atuam em
uma larga faixa de pH (POPIOLSKI, 2011).

Sarda e Desnuelle, em 1958, caracterizaram lipases a partir da propriedade de
ativacao na presenca de ésteres emulsionados. Esse fendémeno foi explicado devido ao fato
de que a maioria das lipases apresenta seu sitio ativo protegido por uma cadeia peptidica
hidrofébica denominada lid (espécie de “tampa”), que se move quando encontra uma
molécula hidrofobica na interface, ocasionando mudancgas na sua estrutura, assim expondo
o sitio ativo. Essa ativacdo na presenca de interface lipideo/agua é conhecida como
ativacao interfacial. Porém, sabe-se hoje que a presenga da /id ndo esta necessariamente
correlacionada com a ativagao interfacial. Dessa maneira, a ativacao interfacial e presenca
da lid ndo sao critérios adequados para classificar uma enzima como sendo uma lipase
(ALOULOU et al., 2006).

Atualmente as lipases sao definidas como carboxilesterases que hidrolisam TAGs
constituidos de acidos graxos de cadeia longa. Enquanto que as enzimas que hidrolisam
TAGs compostos de acidos graxos de cadeia curta sdo reconhecidas como as esterases-
carboxil éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3. Embora a maioria das lipases pode hidrolisar os
substratos de esterases, o inverso ndao acontece (NELSON, FOGLIA e MARMER, 1996;
CASTRO-OCHOA et al., 2005).

A maioria das lipases apresenta atividade 6tima na faixa de temperatura de 30 a 40

°C, massa molecular entre 20 e 60 kDa, apresentam alta atividade na faixa de pH 5 a 9,
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com um maximo situado entre 6 e 8 e ndo requerem cofator (CARVALHO et al., 2003;
GHANEM, e ABOUL-ENEIN, 2005).

As lipases também apresentam sempre algum tipo de especificidade como a
quimioespecificidade, regioespecificidade e estereoespecificidade. A quimioespecificidade
esta relacionada com as diferentes taxas de atividade enzimatica exibidas por uma mesma
lipase em relacdo a diferentes substratos. Dessa forma, as lipases podem apresentar
especificidade por tri, di e monoacilglicerois e outros ésteres de acido graxo formados pela
mesma molécula de acido carboxilico, além disso, podem diferenciar moléculas de acido
graxo de diferentes tamanhos de cadeia, de diferentes niveis, posi¢ao de insaturagao entre
outros. A regioespecificidade se refere as diferentes atividades enzimaticas apresentadas
pela mesma lipase sobre as distintas posigdes do acido graxo no triacilglicerol. Ja a
estereoespecificidade relaciona-se com as diferentes taxas de atividade enzimatica
apresentada por uma mesma lipase sobre distintos isdbmeros de uma molécula
(VILLENEUVE, 2003).

Dentre as lipases, uma enzima que vem despertanto interesse é a NS40116, uma
lipase de Thermomyces lanuginosus que caracteriza-se por sua elevada estabilidade, o
que possibilita seu emprego na forma livre. Esta enzima possui uma vasta aplicagao
industrial, sendo utilizada na produgao de ésteres metilicos, na fabricacao de pesticidas e
medicamentos (GONCALVES et al, 2016).

Outro grupo de enzimas de importantes aplicagdes industriais sdo as fosfolipases,
caracterizadas por hidrolisar a ligacdo éster de fosfolipideos. A classificacdo das
fosfolipases baseia-se no local de hidrolise, sendo divididas em fosfolipases A, B, C e D.
As fosfolipases A (PLA1 ou PLA2) sdo enzimas capazes de remover os acidos graxos dos
fosfolipideos, a classificagdo como sendo 1 ou 2 esta relacionada a posi¢ao do acido graxo
removido, ja as fosfolipases B (PLB) s&o responsaveis por remover os acidos graxos
remanescentes. A fosfolipase C (PLC) possui a capacidade de remover o grupo "fosforo-
éster" e gerar um DAG para cada molécula de fosfolipideo que reagiu. A fosfolipase D (PLD)
€ conhecida por catalisar a hidrélise da ligacado fosfodiéster de glicerofosfolipidos (DE
MARIA et al., 2007; AMARAL et al., 2014). Na Figura 6 pode-se visualizar os locais de agao

das enzimas A-D.
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Figura 6. Locais de acao das fosfolipases PLA (1 e 2), PLB, PLC e PLD em um fosfolipidio.

Onde X= H, colina, etanolamina, inositol, serina, etc.
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Fonte: JIANG, F. et al., 2011

Entre as fosfolipases aplicadas industrialmente, destaca-se a potencialidade da
enzima Lecitase Ultra, que por ser obtida artificialmente através da fusao da Thermomyces
lanuginosus e genes fosfolipases de Fusarium oxysporum apresenta propriedades tanto de
lipase quanto de fosfolipase A1, atuando em moléculas de triglicerideos e fosfolipidios.
(GONCALVES et al., 2016). Outra fosfolipase interessante para a produgao de biodiesel é
a Quara LowP, pois, apresenta elevada atividade enzimatica sobre fosfolipidios.
Possibilitando dessa maneira, ganhos no rendimento e redug¢do da formagéo de gomas e
sabdes (NOVOZYMES, 2018).

De maneira geral, as lipases e fosfolipases apresentam varias caracteristicas que as
tornam interessantes para as industrias de alimentos, detergentes, cosmeéticos,
farmacéuticas e de sintese organica. Dentre as quais pode-se citar, o fato de atuarem sobre
substratos pouco soluveis em agua e em interfaces de lipideo/agua. Além disso, as lipases
exibem habilidade para realizar biotransformagdes altamente especificas (SHARMA;
CHISTI; BANERJEE, 2001; SHU et al., 2010; POPIOLSKI, 2011).

4.8 DEGOMAGEM ENZIMATICA

A degomagem é realizada com o objetivo de retirar os fosfatideos (um dos
constituintes das gomas) dos 6leos brutos, uma vez que os fosfolipidios diminuem o
rendimento da produgéo do biodiesel bem como, prejudicam a qualidade do produto. O

principio do processo de degomagem baseia-se em alterar a hidrofobicidade das gomas,
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tornando-as hidrataveis dessa maneira, facilitando sua separacdo (MANDARINO;
HIRAKURI; ROESSING, 2015; ROSA et al., 2016).

Industrialmente os métodos mais empregados sdo a degomagem com agua e acida,
devido ao baixo custo. Na degomagem a agua, é adicionado 1-3% de agua ao 6leo de soja
aquecido (60-70°C) sob agitagao, por um periodo de aproximadamente 30 minutos. Em
seguida, as gomas sao separadas por centrifugagdo (MANDARINO; HIRAKURI;
ROESSING, 2015). Porém, esse processo de degomagem produz uma fragdo de goma
com um teor significativo de 6leo, assim, estas gomas sao retiradas transportando uma
quantidade do 6leo com elas, resultando em perdas de rendimento na producédo de
biodiesel (NOVOZYMES, 2015; MANDARINO; HIRAKURI; ROESSING, 2015; ROSAet al.,
2016).

A degomagem 4acida emprega acido fosférico 85%, sendo adicionado 01-0,4% do
acido ao 6leo bruto, em temperatura de 60-65 °C, a separagdao da goma é realizada via
centrifugagdo ou ainda através de filtracdo. Porém, ha produgdo de residuos, cujo
tratamento onera o processo.

Uma vantajosa substituicio aos processos de degomagem tradicionalmente
empregados é a degomagem enzimatica. Normalmente utiliza-se uma fosfolipase com o
objetivo de alterar a hidrofobicidade das gomas. Por exemplo, as fosfolipases Ai
hidrolisaram os fosfolipidios na posicdo Ai, como pode ser observado na Figura 7,

produzindo fosfolipidios hidrataveis que poderéo ser removidos por lavagem com agua.

Figura 7. Representacao da degomagem enzimatica.
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Fonte: COWAN, 2013

Como a goma adquire um carater mais hidrofilico, as perdas de 6leo sédo reduzidas
(COWAN, 2013).



5. MATERIAL E METODOS

38

Esta secdo aborda o desenvolvimento das etapas deste trabalho

referente a caracterizacdo da matéria-prima (indices de acidez,

peréxidos,

saponificacdo e os teores de umidade, cinzas e fosforo) e ao estudo da producéo

enzimatica de ésteres metilicos, utilizando como catalisadores uma fosfolipase e uma

lipase, ambas enzimas comerciais. As analises foram realizadas na Universidade

Federal da Fronteira Sul, Campus Chapecd6/SC. Na Figura 8 pode-se visualizar uma

representacdo simplificada da metodologia que serd empregada.

Figura 8. Representacao geral da metodologia.
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Fonte: Elaborado pela autora

5.1 MATERIAL

5.1.1 Enzimas
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Fosfolipases Quara LowP, Lecitase Ultra e lipase NS 40116, ambas sollveis,

produzidas e gentilmente cedidas pela Novozymes® (Dinamarca).

5.1.2 Reagentes

o Heptano (Vetec, 99,5%);

o Derivatizante MSTFA (N-methy-N-trimethysiltrifluoroacetamida);
o Solucéo de éter-alcool (2:1);

. Fenolftaleina;

o Hidroxido de sodio (NaOH);

o Solucéo de Acido Acético-Cloroférmio 3:2;

o lodeto de potassio (Kl);

o Tiossulfato de Sédio (Na2S203) 0,1 M;

o Solucdo de Amido 1%;

. Solugéo alcodlica de hidroxido de potassio (KOH);
e Acido cloridrico (HCI) 0,5 M;

e  Acetona;

J Solucéo de etanol/éter etilico (1:1 v/v);

. Heptano;

e  Eter de petroleo;

o Acido nitrico (HNO3) concentrado;

o Fosfato acido de potassio (KH2PO4);

o Molibdato de aménio [(NH4)6Mo7024.4H20]

o Vanadato de aménio (NH4VO3).

5.1.3 Substratos

Oleo de soja bruto, gentiimente cedido pela empresa Olfar S/A — Alimento e
Energia;
Alcool metilico (Vetec, 99,9%);

Agua destilada.
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5.1.4 Padrdes quimicos

e Esteres metilicos, heptadecanoato de metila (Sigma-Aldrich, 95%);
e Monoacilglicerois, monoleina, adquirido da Sigma-Aldrich (Supelco, 99% pureza);
e Diacilglicerdis, dioleina, adquirido da Sigma-Aldrich (Supelco, 99% pureza);

e Triacilglicerdis, trioleina, adquirido da Sigma-Aldrich (Supelco, 99% pureza);
5.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
5.2.1 Ensaios de hidrélise enzimatica do 6leo de soja bruto
As reacgdes de hidrélise enzimatica do 6leo de soja bruto foram realizadas por

meio de agitagao orbital, utilizando Shaker (SOLAB, Incubadora Shaker SL-223) com

controle de agitagao e temperatura, Figura 9.

Figura 9. Shaker empregado nos ensaios enziméatico.

&

Fonte: http://www.prismalab.com.br

Para os ensaios de hidrolise empregou-se as seguintes condigbes, pesou-se
100 g de d6leo de soja bruto em Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 4% de agua, a
200 rpm (Figura 10).


http://www.prismalab.com.br/
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Figura 10. Procedimento empregado nos ensaios de hidrolise

Apos estabilizacio da temperatura
Adicionou-se o catalisador
200rpm

10horas de reacao

100g de oleo
de soja bruto _
4% de agua

5000rpm

Determinacao 10 minutos

' da Acidez -—

-

Fonte: Elaborado pela autora.

No decorrer da reacao, a cada uma hora, retirou-se uma aliquota dos frascos,
centrifugou-se por 10 minutos a 5000 rpm e mediu-se a acidez. O tempo total de
reacao foi de 10 horas. Na Tabela 02 pode-se visualizar as variaveis investigadas

nestes ensaios.

Tabela 2. Variaveis investigadas nos ensaios de hidrolise.

Ensaio Variaveis investigadas
Catalisador Temperatura
1 5000ppm NS 40116 45°C
2 1000ppm Lecitase Ultra 50°C
3 250ppm Quara LowP 70°C
4 50ppm Lecitase Ultra 50°C
5 5000ppm NS40116 + 1000ppm Lecitase Ultra 45°C
6 5000ppm NS40116 + 250ppm Quara LowP 45°C
7 5000ppm NS40116 + 50ppm Lecitase Ultra 45°C
8 5000ppm NS40116 + 50ppm Quara LowP 45°C

Fonte: Elaborado pela autora.

Ao término das reacdes de hidrdlise, os resultados de acidez medidos ao
término dos ensaios (10 horas) foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
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as médias comparadas pelo teste de tukey (5%de probabilidade) com auxilio do
software PAST, possibilitando delimitar as préximas etapas do trabalho. Destaca-se
que para a determinacdo dos parametros temperatura e concentracdo de enzima

seguiu-se indicagdes da Novozymes.

5.2.2 Ensaios de hidroesterificacdo enzimética do 6leo de soja bruto

As reacbes de hidroesterificacdo enzimatica do 6leo de soja bruto foram
realizadas por meio de agitagao orbital, utilizando Shaker (SOLAB, Incubadora Shaker
SL-223) com controle de agitagdo e temperatura.

Para os ensaios de hidroesterificagdo empregou-se as seguintes condicdes
experimentais, pesou-se 100 g de 6leo de soja bruto, adicionou-se 2% de agua, a
45°C e 200 rpm. ApOs a estabilizagao da temperatura, adicionou-se a(s) enzima(s) e
iniciou-se a adicdo de 1,5 equivalente de metanol dividido em 12 adigdes. A

representacéo esquematica do procedimento pode ser visualizada na Figura 11.

Figura 11. Procedimento empregado nos ensaios de hidroesterificacao.

Apos estabilizacdo da temperatura

1009. de oleo Adicicnou-se o catalisador
to a05a biuko 1,5 eq.metanol/12 adicoes
2% de agua i8q) :

200rpm
48 horas de reacao

5000rpm

Determinacao - 10 minutos

da Acidez — L,
ES?ELEH '

Fonte: Elaborado pela autora.

No decorrer das 7 primeiras horas de reacao, a cada uma hora, retirou-se uma
aliquota dos frascos centrifugou-se e mediu-se a acidez da fase topo. Decorrido as 48
horas de reagédo realizou-se uma neutralizagdo. Os parametros investigados nos

ensaios de hidroesterificacdo podem ser visualizados na Tabela 03.
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Tabela 3. Variaveis investigadas nos ensaios preliminares de hidroesterificacao.

Ensaio Catalisador
1 5000ppm NS40116
2 5000ppm NS40116 + 50ppm Lecitase Ultra
3 5000ppm NS40116 + 50ppm Quara LowP

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.3 Ensaios de hidroesterificagdo em uma Unica etapa

Foi pesado 100 g de éleo de soja bruto, adicionou-se 2% de agua, 100 ppm de
hidroxido de sédio (NaOH) (ppm, em relagao ao substrato) a 45 °C e 200 rpm. Apds a
estabilizagcao da temperatura, adicionou-se 5000 ppm da enzima NS40116 combinado
com 50 ppm da fosfolipase Quara LowP e iniciou-se a adicao de 1,5 equivalente de
metanol em 12 adigdes. No decorrer da hidroesterificagdo a cada 12 horas, retirou-se
uma aliquota dos frascos centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos e mediu-se a
acidez da fase topo e glicerina combinada. Ao término da reacgao, apdés as 72h,

realizou-se uma neutralizagao.

5.2.4 Ensaios de hidrélise seguido de esterificacdo (reacdes em duas etapas).

Foi pesado 100 g de dleo de soja bruto, adicionou-se 2% de agua, 100ppm de
NaOH (ppm, em relagdo ao substrato) a 45 °C e 200 rpm. Apds a estabilizagdo da
temperatura, adicionou-se 5000 ppm da enzima NS40116, deixando a reacdo de
hidrolise ocorrer por 12 horas. Em seguida, centrifugou-se e recolheu-se a fase topo
levando ao shaker novamente, apds estabilizagdo da temperatura adicionou-se
50ppm da fosfolipase Quara LowP e iniciou-se a adicdo de 1,5 equivalente de metanol
em 12 adicdes. No decorrer da reagcdo a cada 12 horas, retirou-se uma aliquota dos
frascos centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos e mediu-se a acidez da fase topo e
glicerina combinada. Apds decorrido 72 horas de reacado, realizou-se uma
neutralizagéo o, na Figura 12 pode-se visualizar uma representag¢ao do procedimento

adotado.
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Figura 12. Procedimento experimental empregado nos ensaios de hidrdlise seguido

por esterificago.

Apos estabilizacdo

100g de dleo de da temperatura - 5000rpm

soja bruto

. s e ~ Adicionou-se 5000ppm 10 minutos
2% de agua NS40116 }
100ppm NaOH 200rpm == 24
12 horas de hidrélise -
Recolheu-se
A fase topo
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Determinacdo ici
da At:it:;ezga S000rpm S?JI::'Z"LO:\;VSF? S0ppm
— T
S0 - 1 <
E glicerina ﬁ / o3 1,5 eq.metanol/12 adicdes
combinada ==a=i 2 200rpm

60h de reacdo

.~

Fonte: Elaborado pela autora.

5.2.5 Repeticdo do ensaio de hidroesterificacao do 6leo de soja bruto catalisada
pela enzima NS 40116 e Quara LowP com adicdo de 100 ppm de NaOH em uma

etapa.

Este ensaio foi realizado com um 6leo de soja bruto, que apresentou as
seguintes caracteristicas: 2358 ppm de umidade, 0,01% de impurezas, 0,85% de
acidez e 668,7 ppm de fésforo.

Foi pesado 100 g de 6leo de soja bruto em Erlenmeyer de 250 mL, adicionou-
se 2% de agua,100 ppm de hidroxido de sédio (NaOH) a 45°C e 200 rpm. Apos a
estabilizacdo da temperatura, adicionou-se 5000 ppm da enzima NS40116 combinado
com 50 ppm da fosfolipase Quara LowP e iniciou-se a adi¢do de 1,5 equivalente de
metanol em 12 adi¢des. No decorrer da hidroesterificacido a cada 12 horas, retirou-se
uma aliquota dos frascos centrifugou-se a 5000 rpm por 10 minutos e mediu-se a
acidez da fase topo e glicerina combinada, ambas as analises realizadas em
triplicatas. O tempo total de reacao foi de 72 horas. No final da reacao realizou-se uma

neutralizacdo. O procedimento pode ser visualizado na Figura 13.
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Figura 13. Procedimento experimental empregado na melhor condicdo experimental

100g de dleo S000ppm N540116 1,5 eq. Metancl
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e agua. Acidez; Massa Especifica; Viscosidade ‘—l Analise da fase éster
Cinética; Estabilidade oxidativa

Separagdo do glicerol

Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 METODOS ANALITICOS

Realizou-se a caracterizacdo do 6leo de soja bruto em relagdo aos indices de

acidez, peroéxidos, saponificacéo, teores de umidade, cinzas e fésforo.

5.3.1 Caracterizacao fisico-quimica da matéria-prima

5.3.1.1 Determinacéo do indice de acidez

Baseando-se na metodologia proposta pelo Instituto Adolfo Lutz (2008),
para a determinacdo do indice de acidez, foi pesado, em balanca analitica
(SHIMADZU AUY 220) 3 g da amostra em frasco erlenmeyer de 125 mL. Adicionou-
se 50 mL de alcool etilico 95% neutro e duas gotas de fenolftaleina. Em seguida,
realizou-se titulagdo com solucdo de NaOH 0,1 M até o aparecimento da coloracao
résea, persistindo por 30 segundos. O calculo empregado para determinagédo da

acidez é representado na Equagéao (1).

VNaOH x [NaOH]x 282
mg*10

Indice de Acidez = (Equacaol)

Onde:

VNaoH = Volume de base gasto na titulagao (mL);
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[NaOH] = concentragéo da solugéo de NaOH (mol L);

ma = massa da amostra (g)

5.3.1.2 Determinacéo do indice de peroxido

O indice de peroxidos é determinado pela titulacdo indireta da amostra de 6leo
pelo método da iodometria. Apos a pesagem (SHIMADZU AUY 220) de 5 g de amostra
em erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 30 mL da mistura cloroférmio-acido acético
3:2 para dissolucéo e 0,5 mL de solucéo saturada de lodeto de Potassio (Kl), deixando
0 composto reagir, ao abrigo da luz, por 1 minuto. Adicionou-se 30 mL de agua e 0,5
mL de indicador amido 1%. Titulou-se com Tiossulfato de Sédio 0,01 N até o completo
desaparecimento da coloracdo azul, anotando-se o volume gasto. Preparou-se uma
prova em branco nas mesmas condi¢cdes e realizou-se a titulacdo, efetuando as

analises em triplicata. Para o célculo, foi utilizado a Equacéo 2 (AOCS Cd 8-53, 1990):

_ (Va=Vp)x C x f X 1000
Ma

indice de peréxido('?(—?]) (Equacao 2)
Onde:

Va= volume de tiossulfato de sédio na titulagdo da amostra (mL);

Vb= volume de tiossulfato de sédio na titulagdo do branco (mL);

C = concentragédo da solugdo de tiossulfato de sédio (mol L1);

fc= fator de correcdo da solucdo de tiossulfato de sédio;

ma = massa da amostra (g)
5.3.1.3 Determinacéo do indice de saponificacao

Seguindo o procedimento proposto pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), a amostra
foi filtrada em papel de filtro para remover as impurezas e tragos de umidade. Pesou-
se 5 g da amostra, em balanga analitica (SHIMADZU AUY 220) e adicionou-se 50 mL
da solugao alcodlica de hidréxido de potassio KOH (4% m/v). Preparou-se um branco
simultaneamente com a amostra. O erlenmeyer foi conectado ao extrator até a
completa saponificagdo da amostra (aproximadamente 1h). Apds o resfriamento do

frasco, lavou-se a parte interna do extrato com agua destilada. Depois de desconectar
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o erlenmeyer do extrator, adicionou-se 1 mL de fenolftaleina e titulou-se com a solugéo
de acido cloridrico (HCI) 0,5 M até o desaparecimento da cor résea. O calculo

empregado para determinar o indice de perdxido esta representado na Equagao (3).

(28,06 xf, x (Vp—Vg)

Indice de saponificagio = -
a

(Equacdo 3)

Onde:

Va= volume gasto na titulagdo da amostra (mL);
Vb= volume gasto na titulagdo do branco (mL);
fc= fator de correcao da solugéo de HCI 0,5M;

mMa = massa da amostra (g).

5.3.1.4 Determinagéo do teor de umidade

A determinacéao do teor de umidade e volateis foi feita por secagem. O objetivo da
analise foi a medicdo da quantidade de agua e componentes volateis presentes na
amostra. Primeiramente, cadinhos de 50 mL foram secos em estufa por 30 minutos, a
temperatura de 130°C. Em seguida, foram resfriados até temperatura ambiente e o
peso foi determinado em balanca analitica. Amostras de 5 g foram pesadas nos
cadinhos previamente secos e tarados. As amostras foram levadas para a estufa a
130°C, permanecendo 24 horas, atingindo-se peso constante. ApOs a retirada,
resfriou-se em dessecador até temperatura ambiente e pesou-se a amostra. Os
ensaios foram realizados em triplicata. O parametro foi determinado através da
Equacédo 4 (AOCS 2c¢-25, 1996):

_ (M;—M3)x100

Teor de umidade = ———-— (Equaciao 4)
M;y—M,

Onde:
Mo= massa do cadinho (g);

Mi1= massa do cadinho + amostra antes da secagem (Q)

M2= massa do cadinho + amostra apés a secagem (Q)
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5.3.1.5 Determinacéo do teor de cinzas

O teor de cinzas foi avaliado por incineragdo, utilizando os residuos da
determinacao anterior, objetivando quantificar o material inorganico nas amostras. Os
residuos foram carbonizados em bico de Bunsen, em chama baixa. Posteriormente,
foram levados a mufla a 550°C, permanecendo 8 horas, até ter atingido massa
constante. Depois de transcorrido o tempo, as amostras foram resfriadas em
dessecador até temperatura ambiente e pesadas em balanca analitica. Os ensaios
foram realizados em triplicata. O valor do teor de cinzas é obtido pela Equacéao 5
(AOCS Ca 11-55, 1996):

Teor de cinzas = % (Equacdo 5)

Onde:

mO = massa do cadinho (g)
m1 = massa do cadinho + amostra antes da mufla (g)

m2 = massa do cadinho + amostra depois da mufla (g)

5.3.1.6 Determinacao do indice de iodo

O indice de iodo foi determinado pelo método de Wijs. Em um Erlenmeyer de
500 mL, pesou-se 0,25 g de Oleo de soja bruto e dissolveu-se em 40 mL de
cloroférmio. Adicionou-se 25 mL da solugao de Wijs e abrigou-se o frasco da luz por
45 minutos. Posteriormente, adicionou-se 20 mL de lodeto de Potassio (KI) 15%, 100
mL de agua e 2 mL de solugdo de amido indicadora 1%. A solugao foi titulada com
tiossulfato de sddio 0,1 mol/L até o desaparecimento da coloragdo azul, anotando-se
o volume gasto. Uma prova em branco foi preparada e titulada nas mesmas

condic¢des. Os resultados foram obtidos através da Equagao 6 (AOCS Cd 1-25, 1995):

Teor de cinzas = (Vb_va)mw (Equacio 6)

Onde:



49

Va = volume de Tiossulfato de Sédio gasto na titulagdo da amostra (mL)
Vb = volume de Tiossulfato de Sddio gasto na titulagdo do branco (mL)
M = molaridade da solugao de Tiossulfato de Sédio (mol/L)

m = massa da amostra (g)

5.3.1.7 Determinacéo do teor de fésforo

Para determinacéo de fosforo realizou-se uma adaptacdo do método AOCS
Cal2-55 (1998). Em um cadinho pesou-se de 3g de amostra e adicionou-se 1g de
oxido de zinco. Os cadinhos foram levados a mufla por 6 horas a 300°C, em seguida
aumentou-se a temperatura para 550°C e calcinou-se por mais 4 horas.

Apés calcinacao o residuo foi dissolvido usando 10mL de &cido cloridrico 1:1,
cobriu-se o cadinho com vidro reldgio e levou-se a ebulicdo. Em seguida, transferiu-
se para um baldo de 100mL usando papel filtro n°41 o cadinho e funil foram lavados
com 40mL de agua destilada quente. Apods resfriamento adicionou-se  5mL de
hidréxido de potassio (KOH) 50%. Seguiu-se com a adi¢do de 5mL de acido cloridrico
1:1. Completou-se o volume para 100mL com agua destilada.

Pipetou-se aliquotas de 10mL, para baldo de 50mL, adicionou-se 8mL de
sulfato de hidrazina 0,015% e 2mL de molibdato de sddio, nessa ordem. Tampou-se
e inverteu-se o baldo por duas vezes. ApoOs retirada das tampas, os baldes foram
levados a banho maria a 75°C por 10 minutos. Em seguida, realizou-se um banho de
agua fria, a aproximadamente 25 *. 5°C. Completou-se o volume e a amostra foi
homogeneizada. Realizou-se leitura da absorbancia da amostra e do branco foi
realizada em 650nm. O calculo da concentracédo de fosforo foi realizado de acordo
com a equacao 7.

y =ax+b (Equacgédo 7)
Onde:

y = concentracao de fosforo (mg/L)
a = coeficiente angular
x = medida da absorbéancia

b = coeficiente linear
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5.3.2 Caracterizacdo dos produtos das reacdes experimentais

Além da determinacdo da acidez e fosforo, as reagfes de hidroesterificacao
foram acompanhadas a partir da determinacdo da glicerina combinada (GC). Além
disso, os ésteres metilicos, produzidos a partir do ensaio considerado como a melhor
condicao reacional, foram caracterizados em relagdo a massa especifica, viscosidade
cinética, teores de calcio, magnésio, sodio, fbsforo, enxofre, teores de
monoglicerideos (MAG), diglicerideos (DAG), triglicerideos (TAG), teor de agua e

estabilidade oxidativa.

5.3.2.1 Determinacéo da glicerina combinada (GC)

A amostra contendo glicerina combinada foi saponificada, liberando a glicerina
da sua forma éster. Em seguida a glicerina é separada da parte graxa, por extracao
com &gua acidulada. Para determinacao da GC foi pesado aproximadamente 3 g da
amostra em funil de separacéo (250 mL), o funil foi levado para a capela e entdo se
adicionou 60 mL de agua destilada e 1,5 mL de acido sulfarico (H2SO4) 1:3. A mistura
foi homogeneizada e deixada em repouso até que se definiram duas fases, drenou-se
a fase de maior volume (fase inferior) e descartou-se. A fase de menor volume (fase
superior) foi coletada em um baldo de fundo chato, adicionou-se 20 mL de agua
destilada, 5 mL de alcool etilico e 3 mL de solu¢éo de hidréxido de sédio (NaOH) 50%,
homogeneizou-se a solucdo e aquece-se a mesma a 100 °C com condensador em
refluxo até que a amostra saponificou. Apés a amostra esfriar um pouco, a mesma foi
transferida para um funil de separacéo (250 mL), adicionou-se 10 mL de tolueno e 2
gotas de azul de bromofenol e adicionou-se acido sulfarico (H2SO4) 1:3 em
incrementos de 1 mL intercalados por agitacéo até que a coloracdo amarela apareceu,
deixou-se a mistura em repouso até que se definiram duas fases. Coletou-se a fase
inferior em um erlenmeyer e foi adicionado 25 mL da solu¢céo de Metaperiodato de
sédio (11 g/L). Homogeneizou-se bem a solucdo, apos tampar a boca do erlenmeyer
com plastico filme, a solucéo foi levada a geladeira, na auséncia da luz durante 10
minutos. Decorrido esse tempo adicionou-se aproximadamente 4 g de bicarbonato de
sodio a solugdo. Em seguida, foi adicionado aproximadamente, 1,5 g de iodeto de
potéssio (KI). Titulou-se imediatamente com a solugéo de arsenito de sodio (AsNaOz)

0,05 mol/L até a mudanca de coloragédo de vermelho tijolo para incolor. Anotou-se o
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volume de AsNaO:2 gasto na titulagcdo, foi determinado em paralelo uma titulacdo do

branco. Realizou-se o calculo da glicerina combinada com base na Equacao 8.

(Vb=Vars.)Tx0,1

% GC = o

(Equacdo 8)

Onde:

GC = Glicerina Combinada a ser determinada em %;

VB = Volume da Solucéo de Arsenito de Sédio gasto na titulacdo do branco em
mL;

Vars. = Volume da Solu¢éo de Arsenito de Sédio gasto na titulacdo da amostra
em mL;

T = Titulo da Solucédo de Arsenito de Sodio [%];

ma = Massa da amostra pesada para determinacéo do Glicerol em gramas;

5.3.2.2 Determinacdo da massa especifica

A determinacdo da massa especifica seguiu a NBR 7148 (2013).

5.3.2.3 Determinacédo da viscosidade cinética

Para determinar a viscosidade cinética empregou-se a norma NBR 10441
(2014).

5.3.2.4 Determinacéo do teor de Ca, Mg, Nae S

Para a determinacdo dos teores de calcio, magnésio, sodio, fosforo, potassio e
enxofre, empregou-se espectrometria de emissao otica com plasma indutivamente
acoplado (ICP-OES) de acordo com as normas NBR 15553 (2015) e NBR 15867

(2010).

5.3.2.5 Determinacéo do teor de agua
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Quantificou-se a quantidade de agua usando a titulacdo de Karl Fischer
seguindo a ASTM D6304.

5.3.2.6 Determinacéo da estabilidade oxidativa

Determinou-se da estabilidade oxidativa dos ésteres metilicos produzidos
empregou-se o teste EN 14112 (2003).

5.3.2.7 Determinacao do teor de ésteres

Para a determinacao do teor de ésteres metilicos utilizou-se um CG (Shimadzu
QP 2010), com injetor automatico (Split) e detector de ionizacdo de chama (FID). Sera
empregada uma coluna capilar Rtx-WAX 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm (Restek, n° de
série: 1208976) nas condi¢cdes cromatograficas descritas pela norma EN 14103
(2003), do Comité Europeu para Padronizacbes. Empregou-se a seguinte
programacao de temperatura da coluna: 120 °C por 1 min, seguido pelo aumento de
15 °C/min até 180 °C permanencendo por 2 min e 5 °C/min até 250 °C permanecendo
por 2 min. A temperatura do detector e injetor foi de 250 °C, pressao do gas de arraste
(nitrogénio) de 80 kPa e o volume injetado foi de 1 L.

5.3.2.7.1 Preparo das amostras

Transferiu-se 250 mg do substrato das mesmas para um bal&o volumétrico de
10 mL completando o volume do mesmo com heptano. Em seguida, transferiu-se uma
aliquota de 50 uL desta solugao para um baldo volumétrico de 1 mL e foi adicionado
50 uL do padrao interno heptadecanoato de metila (C17:0) na concentragédo de 5000

mg L-1 o volume foi completado com heptano.

5.3.2.7.2 Calculo do teor de ésteres

Apoés a injecdo e analises dos cromatogramas gerados sera determinado a

porcentagem de conversao em ésteres pela Equacéo 9:
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A)—Ap; CpiVipi 5
Teor de ésteres (%) = EA)-Api GpiVei 4 g (Equacio 9)

Api m

Onde:

2 A = area total de picos entre os padrdoes C14 e C24:1;

Api = area correspondente ao pico do padrao interno, heptadecanoato de
metila;

Cpi = concentracdo da solucdo de padrao interno heptadecanoato de metila
(mg/mL);

Vpi = volume da solugéo de padréo interno adicionado a amostra;

m = massa, da amostra (mg).

5.3.2.8 Determinacdo do teor de monoacilglicerdis (MAG), diacilgliceréis (DAG) e
triacilglicerdis (TAG)

As andlises das amostras foram realizadas em CG, Shimadzu QP2010, com
injetor automatico on-column e detector FID. Sera utilizado coluna capilar MTX®-5
(5% difenil, 95% dimetil polixiloxano) de 30m x 0,25mm x 0,1um (RESTEK, n° de série:
1193990). As condicbes de operacao seguirdo a Norma n° 14105, do Comité Europeu
para Padronizacfes, sendo a programacao de temperatura da coluna: 50 °C por 1
min, seguido pelo aumento de 15 °C/min até 180 °C, 7 °C/min até 230 °C e 10 °C/min
até 380 °C, permanecendo por 8 min. A temperatura do detector foi de 380 °C, pressao

do gas de arraste (nitrogénio) de 80 kPa e o volume injetado foi de 1puL.

5.3.2.8.1 Preparo das Amostras

Pesou-se 100 mg de amostra em balédo volumétrico de 10 mL, em seguida foi
adicionado 100 uL do derivatizante MSTFA, seguido por vigorosa agitagcao da solugao
preparada, a solucéo foi ser deixada em temperatura ambiente por 15 min. Apoés,
completou-se o volume com heptano. As solu¢des foram transferidas para vails de 1,5

mL e levadas para andlise em CG.

5.3.2.8.2 Determinagéo dos teores de MAG, DAG E TAG



54

Para a quantificacdo dos produtos MAG, DAG e TAG foi utilizado padrbes
externos monooleina, dioleina e trioleina. Para a construcdo das curvas de calibracéo
preparou-se uma solugédo mée de cada padrao externo, e a partir destas foi preparado
8 solucdes de calibracdo em diferentes concentracfes

As condicdes de analise das solucdes de calibracdo e das amostras seguiram
de acordo com a metodologia proposta por Kruger (2010). Nas solugdes de calibracéo
foi adicionado derivatizante MSTFA. Apds agitou-se a solucdo e deixou-se em
temperatura ambiente por 15 min para acéo do derivatizante. Em seguida, completou-
se o0 volume com heptano. As solucdes foram transferidas para vails de 1,5 mL e o

volume de 1pL sera injetado no CG.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA PRIMA

A caracterizacdo do 6leo de soja bruto € apresentada na Tabela 4. Em relacao
ao parametro umidade, sabe-se que os acidos graxos livres e a agua sd@o 0s
responsaveis pela reacdo de saponificagdo, uma vez que umidade acima de 0,5%
provoca a hidrélise dos TAGs convertendo-os em AGL, ocasionando aumento do teor
de acidez, formacdo de sabdo e diminuicdo no rendimento das reacles
(BARROS,2008). O teor de umidade e volateis encontrado no Oleo utilizado neste
estudo foi de 0,01%, como demostrado na Tabela 4, sendo um resultado aceitavel
para a producdo de biodiesel tanto pela via convencional (catalise quimica) quanto
pela rota enzimatica, entretanto, destaca-se que a producdo de biodiesel por via
enzimatica, caracteriza-se por um processo que tolera matérias-primas com elevados

teores de umidade.

Tabela 4. Resultados da Caracterizacdo do Oleo de Soja Bruto

Propriedade Resultado Valores de Referéncia
(MAPA,1993)

Teor de umidade e Volateis (%)* | 0,02 £0,01 <0,5
Teor de cinzas (%)* 0,03+0,01 -
indice de Peréxidos (MEqg/Kg)* 8,80 + 0,01 -
indice de acidez (mg NaOH/g)* 1,40

indice de iodo (gl/100g) 135,03 120-143

Acidos graxos totais (%) 85,15 -

Acidos graxos oxidados (%) 0,19 -
Fésforo (ppm)* 464,99 + 38,80 <1000

*médias de triplicatas +desvio padrdo amostral.
Fonte: Elaborado pela autora.

Outra caracteristica analisada foi a determinacdo do teor de cinzas, essa
analise é importante, uma vez que o emprego de matéria-prima com elevado teor de
substéancias inorganicas podera dificultar o processo de producao de biodiesel, sendo

necessarios gastos adicionais em etapas de pré-tratamento da matéria prima e, até
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mesmo, de purificagéo do produto final, devido ao fato de que o biodiesel com elevado
teor de residuos inorganicos, como metais residuais, pode causar entupimento dos
filtros e desgaste de partes do motor. A amostra de 0leo de soja bruto obteve um baixo
teor de cinzas, isso se deve a origem da matéria prima utilizada para o estudo, haja
vista que Oleos e gorduras apresentam, em geral, baixos teores de residuos
inorganicos.

Com a determinacao do indice de peroxidos pode-se verificar a presenca de
substancias oxidantes no 6leo, durante a oxidacdo, além das reacdes de
decomposicao pode ocorrer a formacéao de novos radicais livres, o que ndo é desejavel
para a producdo de ésteres metilicos, pois, diminui a estabilidade a oxidagéo,
(MORETO & FETT, 1998). O éleo de soja bruto, apresentou um indice de peroxidos
de 8,80 mEqg/kg. Experimentos realizados por Weine Azeredo (2014) mostram
resultados onde o 6leo de soja refinado apresentou 1,95 mEqg/kg enquanto que para
0 6leo de fritura o valor encontrado foi 37,08 mEg/kg.

A amostra analisada apresentou um indice de acidez de 1,40 mg NaOH/g.
Destaca-se que um alto indice de acidez evidencia um elevado grau de deterioracéo,
dificultando a producdo do biodiesel pela via convencional (transesterificacdo
alcalina), uma vez que a presenca em excesso de &cidos graxos pode levar a
saponificacdo. Quando comparado ao indice de acidez da atual matéria-prima
empregada industrialmente, 6leo de soja degomado e neutralizado, o 6leo de soja
bruto apresenta um elevado indice de acidez. Entretanto, para a producao de ésteres
metilicos por hidroesterificagdo enzimatica, a elevada acidez ndo se caracteriza como
um parametro que inviabiliza o emprego desta matéria-prima. Goncalves et al, (2009),
analisaram indices de diferentes gorduras residuais, onde a média das amostras foi
de 2,7 £ 0,1 mg KOH/g, segundo os autores a média é considerada alta, uma vez que
Oleo deve conter no maximo a acidez de 1 mg KOH/g para que o biodiesel produzido
atenda a acidez normalizada pela ANP (0,5 mg KOH/g), j& que apds o processo de
transesterificagdo pode ocorrer uma diminuicdo de 90% do indice de acidez
(ARAUJO, 2007; GONCALVES et al, 2009).

Quanto ao indice de iodo, a amostra apresentou 135,03 g 1/100g, valor este
proximo ao exigido pelo INMETRO (134,38 g 1/100g). Este parametro é util na
determinacdo do grau de insaturacdo dos 6leos, uma vez que iodo reage com as
duplas ligacbes entre os carbonos (MORETO & FETT, 1998; REDA, 2004) e, um

elevado indice de iodo, indica uma maior propensdo do 6leo a sofrer degradacao
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térmica e oxidativa (CECCHI, 2003; FERRARI et al, 2005). Além disso, cabe destacar
que o indice de iodo difere de acordo com a origem do 6leo, variando de 120% a 141%
para oOleo de soja refinado. O alto valor encontrado para este indice era esperado,
uma vez que o 6leo de soja é rico em acidos graxos poli-insaturados como, por
exemplo, o acido linoleico.

Em relacdo ao indice de &cidos graxos totais a amostra apresentou 85,15%,
indicando que o material em estudo apresenta grande potencial para a producao de
biodiesel, ou seja, aproximadamente 85% da matéria-prima pode ser convertida em
acidos graxos, que por sua vez, podem ser convertidos a ésteres metilicos ou etilicos.

A amostra apresentou, ainda, 0,19% de acidos graxos oxidados. Este resultado
confirma o baixo grau de deterioracédo do 6leo de soja bruto (pouco rangoso), o que,
também, era esperado - haja vista que este 6leo é obtido apos a etapa de extracéo
com solvente organico, ndo passando por processos avancados de degomagem e,
tdo pouco, foi exposto a altas temperaturas.

Quanto ao teor de fosforo, apresentado na Tabela 4, a amostra apresentou
464,99 ppm de fésforo. Resultado dentro do esperado, visto que o 6leo de soja bruto
apresenta de 250 a 1200 ppm de fosforo (CESARINI, DIAZ e NIELSEN, 2013),
dependendo do processo de obtencdo do 6leo, assim como das caracteristicas da
matéria-prima (soja) utilizada. Destaca-se que, atualmente, para a producdo de
biodiesel, ndo se utiliza matérias-primas com elevados teores de fésforo, devido a
formacdo de gomas que favorecem a formacéo de emulsao, dificultando o processo
de separacao e purificacdo do biodiesel obtido e, consequentemente, provocando
uma reducio no rendimento da reacdo. E em funcédo desta peculiaridade que na
transesterificagdo alcalina, método convencional para a producéo de biodiesel, o 6leo
de soja bruto passa por uma etapa adicional de degomagem para a eliminagéo de
impurezas como ceras e fosfolipidios. Contudo, esta etapa produz efluentes de dificil
tratamento, onerando a fabricacdo deste biocombustivel. Desta maneira, o 6leo de
soja bruto, devido ao seu elevado teor de fosforo, para ser empregado na producao
de biodiesel via transesterificacdo alcalina, tera que necessariamente passar por uma
etapa de degomagem. Entretanto, uma alternativa para o emprego do 0leo de soja
bruto para a producéo de biodiesel seria a hidroesterificacdo enzimatica, descartando-

se etapas anteriores de pré-tratamento da matéria-prima.
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6.1.1 Ensaio de hidrélise enzimética do 6leo de soja bruto catalisada pela enzima
NS40116 (5000 ppm)

A lipase empregada nesse ensaio, NS-40116, caracteriza-se como uma
formulacéo liquida obtida por meio do cultivo e modificacdo do fungo Thermomyces
lanuginosus. Esta enzima apresenta especificidade para matérias-primas com alto
teor de acidos graxos livres (FFA), fato que a torna um potencial biocatalisador para
reacdes que empregam matérias graxas de baixo custo (PRICE et al., 2016; SANTOS,
2016; SILVA et al.,, 2016). De acordo com Facin (2017) a NS-40116 possui a
capacidade de hidrolisar 6leos vegetais, sendo os acidos graxos livres e glicerol os
produtos de uma reacdo completa dos triglicerideos, como pode ser observado na
Figura 14.

Figura 14. Mecanismo de acdo NS 40116.
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Fonte: Adaptado de CASTRO et al., 2004.

Inicialmente, como teste preliminar, realizou-se um ensaio de hidrolise
enzimatica do 6leo de soja bruto, onde se procurou avaliar o comportamento do

percentual de acidez do meio reacional em intervalos de uma hora, por um periodo de
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10 horas de reagao. Neste ensaio foram adicionados, como apresentado no item
5.2.1, 100g de substrato, 5000 ppm da enzima NS40116 (m/m, em relacdo ao
substrato) e 4% de agua (m/m, em relacéo ao substrato), sendo a reacao realizada a

200 rpm e 45°C. Na Figura 15 séo apresentados os resultados cinéticos de 10 horas

de reagéao.

Figura 15. Cinética reacional de hidrolise do 6leo de soja bruto catalisado pela enzima

NS40116 (reacdo em shaker a 200 rpm e 45°C).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Por meio da Figura 15, pode-se observar que houve um aumento do porcentual
de acidez ao longo do tempo reacional, passando de 0,75% na condic¢&o inicial, tempo
zero, e atingindo 30,9% apos 10 horas de hidrolise, evidenciado, conforme
apresentado na Figura 14, a capacidade da enzima NS 40116 em hidrolisar os
triacilglicerdis, produzindo &cidos graxos livres. O resultado obtido é considerado
satisfatorio, uma vez que em uma reacao de hidrélise a estequiometria da reacéo €
de 1 mol de triglicerideo para 3 mol de agua, se tomarmos a massa molar do
triglicerideo como 870 g.mol? e da dgua como 18 g.mol, pode-se calcular que seria
necessario 6,2% de agua para realizar a hidrolise total de um 6leo vegetal. No entanto,
o 6leo de soja bruto utilizado apresentou 85,5% de acidos graxos totais e a quantidade
de agua empregada foi de 4%. Dessa maneira 0 maximo tedrico de conversao que
seria possivel € de 55%, no entanto deve-se considerar que o mecanismo de reacao

na pratica € mais complexo, tem-se questdées como o impedimento estereoquimico



60

que torna dificil para a lipase hidrolisar o triglicerideo na posicao 2. Pois, mesmo ap6s
a hidrdlise nas extremidades do TAG ocorrer, ainda tem-se o grupamento OH,
dificultando a acdo da enzima na posicao 2.

Observa-se, também, que a reacdo apresenta uma elevada taxa de hidrolise
na primeira hora, atingindo 22,5% de acidez. Além disso, nota-se que apos a sétima
hora de reacéo (29,4%) o aumento da acidez do meio reacional é pouco pronunciado
(1,5%), indicando que a reacdo entra em estagnacao/equilibrio reacional entre sete e
10 horas ap6s o inicio do processo de hidrélise. Ressalta-se que um ensaio realizado
nas mesmas condicdes, entretanto empregando 6leo de soja refinado (0,4% de
acidez), apresentou durante a primeira hora de reacdo uma acidez de 12,4% e
atingindo no final do tempo reacional 26,2%. Resultado este, que evidencia a
eficiéncia da enzima NS40116 para catalisar hidrolise de éleo de soja bruto.

Facin (2017) comparou a hidrélise empregando NS-40116 na forma livre e
imobilizada). O procedimento consistiu na adicdo em reator de 100 mL de 6leo de soja
refinado juntamente com 2 mL de agua destilada e 0,5 mL de enzima livre bruta ou
um grama de suporte polimérico de PU com enzima imobilizada. O sistema vedado
foi mantido a 45 °C e 300 rpm com uso de agitador magnético. O autor observou que
todos os sistemas foram capazes de atingir 12 a 13% de acidez, no entanto, foi
observado que o tempo para atingir essa acidez foi de 120 min para os sistemas
contendo o catalisador imobilizado, enquanto que para a enzima livre foi de 60
minutos. Este resultado corrobora a afirmacdo da elevada eficiéncia da enzima NS-
40116 na hidrdlise de 6leo de soja bruto, uma vez que esses resultados menores de
acidez deve-se ao fato de que os autores empregaram uma baixa quantidade de agua
(2%).

6.1.2 Ensaio de hidrélise enzimética do 6leo de soja bruto catalisada pelaenzima
Lecitase Ultra (1000 ppm)

A enzima comercial Lecitase Ultra caracteriza-se por ser uma mistura obtida
por meio da fusdo da lipase de Thermomyces lanuginosa com a fosfolipase de
Fusarium oxysporum, exibindo atividade para fosfolipidios na posicdo 1 e nos TAG
nas posicoes 1,3 (SLIZYTE et al., 2005; WANG et al., 2010; NOVOZYMES, 2012,
MOLINARI, 2015). Na Figura 16 pode-se observar a agéo da Lecitase Ultra em uma

molécula de fosfolipidio.
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Figura 16. Mecanismo de atuacao da Lecitase Ultra
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Fonte: Adaptado de JIANG, F. et al., 2011.

Neste teste adicionou-se, como apresentado no item 5.2.2, 100 g de substrato,
1000 ppm da enzima Lecitase Ultra (m/m, em relacdo ao substrato) e 4% de agua
(m/m, em relacdo ao substrato), sendo a reacdo realizada a 200 rpm e 50 °C. Na

Figura 17, sdo apresentados os resultados cinéticos de 10 horas de reacao.

Figura 17. Cinética reacional de hidrélise do 6leo de soja bruto catalisado pela enzima

Lecitase Ultra (reacdo em shaker a 200 rpm e 50°C).
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Fonte: Elaborado pela autora.

Analisando a Figura 17, observa-se que a acidez maxima obtida neste ensaio,
empregando somente a enzima Lecitase ultra, foi de aproximadamente 5% a partir de
oito horas de reag&o. A variacao da acidez entre os tempos de oito e dez horas foi de

0,4%, evidenciando que a reacdo entra em equilibrio neste periodo. O aumento
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significativo no porcentual de acidez ao longo do processo de hidrdlise evidencia que
a Lecitase Ultra, provavelmente, ndo estd atuando apenas na hidrolise dos
fosfolipideos, mas sim, como reportado pela Novozymes (2012), esta enzima possui
também atividade sobre os TAGs. Contudo, em comparacdo com a cinética obtida
com a enzima NS40116, Figura 15, fica evidente que a Lecitase Ultra apresenta pouca
atividade frente aos TAGs, quando comparamos o teor de acidez maximo obtido com
a NS40116 (30,9%) com o obtido com a Lecitase Ultra (5,3%).

Um estudo reportado por Raizer et al (2015) demostra que a hidrélise de TAGs,
de dleo de girassol em AGLs, em 4 horas de rea¢éo, com 40 °C e com 2% de Lecitase
Ultra em relacdo a massa de substrato (6leo mais agua), apresentou um porcentual
de acidez de 16,3%, destaca-se que este estudo empregou uma quantidade elevada
do catalisador. Fato que deixa evidente, que além de atuar nos fosfolipidios, a enzima

Lecitase Ultra é capaz de hidrolisar os TAGs.

6.1.3 Ensaio de hidrdlise enzimética do 6leo de soja bruto catalisada pelaenzima
Quara LowP (250 ppm)

De acordo com o fabricante, a enzima Quara® LowP é eficaz na obtencao de
6leos com niveis reduzidos de fésforo, uma vez que trata-se de uma enzima “premium”
para a degomagem de 6leos vegetais, apresentando elevada atividade enzimatica
sobre fosfolipidios, reduzindo o uso de produtos quimicos na degomagem e
diminuindo a formagé&o de gomas e sabdo (NOVOZYMES,2017).

Neste contexto, com o intuito de avaliar a efetividade da enzima Quara® LowP
frente a hidrdlise dos fosfolipideos, realizou-se uma cinética de hidrélise do 6leo de
soja bruto nas seguintes condi¢des: 100 g de 6leo de soja bruto, 250 ppm (m/m, em
relacdo ao substrato) de Quara® LowP, 4% (m/m, em relacéo ao substrato) de agua,
em shaker a 70°C e 200 rpm. Os resultados cinéticos obtidos neste ensaio sdo

apresentados na Figura 18.
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Figura 18. Cinética reacional de hidrdlise do 6leo de soja bruto catalisado pela enzima
Quara® LowP (reagdo em shaker a 200 rpm e 70°C).
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Fonte: Elaborado pela autora.

A partir dos resultados obtidos, pode-se compreender que a enzima LowP é
mais especifica que a Lecitase Ultra, na remo¢do do fosforo da molécula do
fosfolipidio, atacando somente o fésforo, sem gerar a quebra dos acidos graxos das

posicdes 1 e 2 presentes na molécula do fosfolipidio, como mostrado na Figura 19.

Figura 19. Mecanismo de a¢éo da enzima Quara LowP
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Fonte: Adaptado de JIANG, F. et al., 2011.

Porém, para a producédo de ésteres metilicos somente a acdo desta enzima
nao seria interessante uma vez que na etapa de hidrolise tem-se o objetivo de produzir
acidos graxos livres, assim seria necesséaria a combinagéo desta fosfolipase de alta

especificidade com uma lipase. Entretanto, destaca-se a potencialidade desta enzima
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para os processos de degomagem, uma vez que apos as 10 horas de reagdo o teor
de fosforo foi reduzido de 464,9 ppm para 55,8 ppm, 87,9% a menos.

6.1.4 Ensaio de hidrélise enzimética de 6leo de soja bruto catalisado pelaenzima

Lecitase Ultra (50 ppm)

Com o objetivo de verificar o efeito, em relagcdo ao porcentual de acidez, de
uma diminuicdo da concentracdo de Lecitase Ultra, empregou-se as seguintes
condicdes: 100 g de 6leo de soja bruto, 50 ppm de Lecitase Ultra, 4% agua em shaker
a50°C e 200 rpm. Apos 10 horas de hidrélise ndo se observou alteracéo no porcentual
de acidez, como demostrado na figura 20. A partir dos resultados descritos no item
6.2.2 quando se empregou as mesmas condi¢des, no entanto com uma concentracao
maior de Lecitase Ultra (1000ppm) pode-se observar uma acidez de 5%. Dessa
maneira, percebe-se que a utilizacdo de uma quantidade reduzida de Lecitase Ultra é

desejavel, ndo interferindo na acédo da enzima NS 40116.

Figura 20. Cinética reacional de hidrélise do 6leo de soja bruto catalisado pela enzima

Lecitase Ultra (50 ppm), em shaker a 200 rpm e 50°C.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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6.1.5 Ensaio de hidrélise enzimética de 6leo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000 ppm) e Lecitase Ultra (1000 ppm)

Com o intuito de compreender o efeito sob a reacao de hidrélise empregando-
se a enzima NS 40116 combinada com uma fosfolipase Al, Lecitase Ultra, empregou-
se a seguinte condicdo: 100 g de 6leo de soja bruto,5000 ppm de NS 40116, 1000ppm
de Lecitase Ultra, 4% agua em shaker a 45°C e 200 rpm, no final das 10h de reacao
obteve-se um porcentual de acidez de 28%. Observou-se que embora houve um
aumento na acidez, esta foi menor do que no ensaio de hidrélise que empregou
somente a lipase NS 401116 (Figura 15), que atingiu com dez horas de rea¢cao 30,9%
de acidez. Esse resultado justifica-se pelo fato de que estas enzimas podem estar
competindo pelo mesmo sitio ativo, uma vez que a enzima Lecitase Ultra ndo atua
somente sobre os fosfolipidios. Observa-se também que a reacdo ndo apresentou
uma elevada taxa de hidrdlise na primeira hora (5,25%), em comparagao com o ensaio
empregando-se somente a NS-40116, o qual atingiu 22,5% de acidez. Além disso,
nota-se que apds a sétima hora de reacéo (27,4%) o aumento da acidez do meio
reacional € pouco pronunciado (2,2%). Este fato indica que a reacdo entra em
estagnacéao/equilibrio reacional entre sete e dez horas, como pode ser visualizado na
Figura 21, ap6s o inicio do processo de hidrolise, mesmo padrao observado no ensaio
com NS-40116.

Figura 21. Cinética reacional de hidrélise do 6leo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000 ppm) e Lecitase Ultra (1000 ppm), shaker a 200 rpm e 45°C.

30
25 e o
20
15

10

Acidez (%, m/m)

2 4 6 8 10 12
Tempo de Hidrdlise (h)

Fonte: Elaborado pela autora.
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6.1.6 Ensaio de hidrélise enziméatica de 6leo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000 ppm) e LowP (250 ppm)

Buscando-se conhecer o efeito da NS 40116 combinada com a Quara LowP
sob a reacgéo de hidrélise do éleo de soja bruto, realizou-se um ensaio nas seguintes
condicbes, 100 g de oleo de soja bruto, 5000 ppm de NS 40116 e 250 ppm LowP, 4%
agua em shaker a 45°C e 200 rpm.

Percebe-se que porcentual de acidez atingido em 10h foi proximo ao obtido
guando empregou-se somente NS (30%). Destaca-se ainda que quando comparamos
o resultado obtido (29,3%), Figura 22, com a porcentagem de acidez atingida ao
término das 10 horas, na reacdo catalisada pela enzima NS 40116 combinada com
Lecitase Ultra (28%), fica evidente que, ao contrario da Lecitase, a enzima Quara
LowP ndo compete pelo mesmo sitio ativo da lipase, assim ndo interferindo na
hidrolise catalisada pela NS 40116.

Figura 22. Cinética de hidrélise enzimética de 6leo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000 ppm) e LowP (250 ppm)
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Fonte: Elaborado pela autora.
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6.1.7 Ensaio de hidrélise enzimética de Gleo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000 ppm) e Lecitase Ultra (50 ppm)

Com o objetivo de diminuir o efeito da Lecitase Ultra sob a acdo da NS 40116,
como apresentado no item 5.2.5, empregou-se 100 g de substrato, 5000 ppm da
enzima NS40116 (m/m, em relacdo ao substrato), 50 ppm da enzima Lecitase Ultra e
4% de agua (m/m, em relacdo ao substrato), sendo a reacéo realizada a 200 rpm e
45°C.

Como demostrado na Figura 23, ao final do tempo reacional, atingiu-se uma
acidez de 29,4%. Este resultado, nos indica que a concentracédo da enzima Lecitase
Ultra, pode ser reduzida de 1000 ppm para 50 ppm, sem causar prejuizos a reagao
de hidrolise em combinacdo com a enzima NS 40116. Fato que traz beneficios para a
produgcdo de biodiesel, uma vez que utilizou-se 95% a menos da fosfolipase,
resultando em uma reducao de custo do processo. Além disso, observou-se neste
ensaio 0 mesmo padrdo comportamental da cinética da reacdo catalisada com a
NS40116, com uma elevada taxa de hidrdlise na primeira hora, atingindo 20,2% de

acidez e inicio da estagnacao reacional entre sete e dez horas de hidrélise.

Figura 23. Cinética reacional de hidrolise do 6leo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000ppm) e Lecitase Ultra (50ppm) -reacédo em shaker a 200 rpm
e 45°C.
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Fonte: Elaborado pela autora.
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Percebe-se ainda, que a reducdo da concentragédo da Lecitase Ultra, resultou
em melhores resultados, quando comparado ao ensaio com a Lecitase Ultra (1000
ppm) que obteve uma acidez de 27,9% apds dez horas de reacéo, devido a uma

menor competicdo pelo sitio ativo.

6.1.8 Ensaio de hidrélise enzimética de Gleo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000ppm) e Quara LowP (50ppm)

Visando a possibilidade da reducdo da concentracdo da enzima Quara LowP,
realizou-se a hidrdlise nas seguintes condi¢des, 100 g de 6leo de soja bruto, 5000
ppm de NS 40116 e 50 ppm Quara LowP, 4% agua em shaker a 45°C e 200 rpm.
Apods 10 horas de hidrélise atingiu-se uma acidez de 30,9%, como demostrado na
figura 24.

Comparando os resultados obtidos no item 6.2.4 (Figura 21), quando realizado
0 ensaio nessas mesmas condi¢des, porém, com 250ppm de Quara LowP obteve-se
um porcentual de acidez de 29,3%. Dessa maneira € mais vantajoso sob o ponto de
vista ambiental e econdmico empregar na reagdo uma concentragcao reduzida desta
fosfolipase (50 ppm). Este ensaio apresentou uma elevada taxa de hidrélise na
primeira hora, atingindo 18,1% de acidez e inicio da estagnagéo reacional entre oito e

dez horas de hidrdlise.

Figura 24. Cinética reacional de hidrélise do 6leo de soja bruto catalisado pelas
enzimas NS 40116 (5000ppm) e Quara LowP (50ppm), em shaker a 200 rpm e 45°C.

35
30

25 e *
20
15

Acidez (%, m/m)

10

3

0 L ]

0 2 4 & 2 10 12
Tempo de hidrolise (h)
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6.1.9 Comparacéo entre os ensaios de hidrolise
Ao término dos ensaios de hidrolise realizou-se uma comparacdo entre 0s
ensaios que apresentaram, apdés as 10 horas de reacdo um maior porcentual de

acidez, como pode-se observar na Tabela 05.

Tabela 5. Comparacéo entre os ensaios de hidrélise.

Ensaio %Acidez apés 10h*
1 30,92
2 28,0°
3 29,3¢
4 29,4¢
5 30,92

Ensaio 1- NS 40116 5000 ppm + 6leo de soja bruto; Ensaio 2- NS 40116 5000 ppm + Lecitase Ultra
1000 pppm + 6leo de soja bruto; Ensaio 3- NS 40116 5000 ppm + Quara LowP 250ppm + dleo de soja
bruto; Ensaio 4- NS 40116 5000 ppm + Lecitase Ultra 50 pppm +6leo de soja bruto; Ensaio 5- NS
40116 5000 ppm + Quara LowP 50ppm.

*médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, a 5% de probabilidade pelo
teste tukey.

Fonte: Elaborado pela autora.

Observando a Tabela 5, pode-se evidenciar que 0s ensaios empregando
concentracfes menores de fosfolipases apresentaram maiores valores de acidez,
quando comparado aos ensaios nas mesmas condi¢cdes, porém, com concentracdes
maiores. Dessa maneira, decidiu-se empregar para as posteriores reacdes de
hidroesterificacdo os seguintes catalisadores: enzimas NS 40116 5000 ppm (Ensaio
1), NS 40116 5000 ppm combinada com Lecitase Ultra 50 ppm (Ensaio 4) e NS 40116
5000 ppm combinada com Quara LowP 50 ppm (Ensaio 5).

6.1.10 Cinética de hidroesterificacdo do 6leo de soja bruto

Com o objetivo de compreender a cinética da reacao de hidroesterificacdo do
Oleo de soja bruto utilizando-se como catalisador a enzima NS 40116, Lecitase ultra e
Quara LowP, empregou-se as seguintes condi¢des experimentais: 100 g de 6leo de
soja bruto em Erlenmeyer de 250 mL, 2% de agua 5000ppm de NS 40116, 1,5

equivalentes de metanol em 12 adic¢des, a 45°C e 200rpm. No entanto, investigou-se
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a variagcao dos catalisadores, sendo que no Ensaio 1 empregou-se a NS 40116
5000ppm, no Ensaio 2 combinou-se as enzimas NS 40116 5000ppm com a Lecitase
Ultra 50ppm, ja o Ensaio 3 foi catalisado pelas enzimas NS 40116 5000ppm e Quara
LowP 50ppm de forma combinada.

Observou-se, no Ensaio 1 (catalisado apenas pela enzima NS 40116) que
durante as trés primeiras horas de reacéo teve-se um aumento na acidez, seguida de
sua diminuicdo até o término do tempo reacional (Tabela 6). Destaca-se que este
comportamento jA era esperado, uma vez que se tem um processo de
hidroesterificagdo, onde ocorre a liberagdo dos AGL, ocasionando um aumento no
porcentual de acidez e consumo desses AGL produzindo ésteres metilicos, resultando
em uma reducédo do porcentual de acidez. Em relacdo ao teor de fésforo, este passou
de 464,9 ppm para 297,5 ppm, resultando em uma reducao de apenas 36% do fosforo,
além disso, percebeu-se a formacgéo de emulséo.

Em relacdo ao Ensaio 2 (catalisado por 5000 ppm de NS 40116 e 50 ppm de
Lecitase Ultra) percebeu-se que neste ensaio demorou mais para ocorrer uma
diminuicdo do porcentual de acidez (Tabela 6), ou seja o consumo dos AGL do que
no ensaio de hidroesterificacdo empregando apenas a lipase NS40116, demostrando
que a capacidade da NS 40116 de catalisar a hidroesterificagéo foi afetada pela
presenca da Lecitase Ultra, como observado no ensaio de hidrolise, devido a
competitividade pelo mesmo sitio ativo, uma vez que a Lecitase Ultra ndo atua
somente sob o fosfolipidio. Em relacdo ao teor de fosforo, ocorreu uma reducéo de
52,5%, pois 0 mesmo passou de 464,9 ppm para 220,6 ppm.

Na Tabela 6, pode-se visualizar o valor médio da acidez durante as primeiras
sete horas de reacdo, ao término das 48 horas e ap0s a neutralizacdo, dos trés
ensaios de hidroesterificacao realizados.

Com o intuito de compreender o efeito da NS 40116 combinada com Quara
LowP sob a hidroesterificagcdo do 6leo de soja bruto, empregou-se as condicdes
descritas em 5.3.3, 100 g de 6leo de soja bruto, 2% de agua 5000 ppm de NS 40116,
50 ppm de Quara LowP, 1,5 equivalentes de metanol em 12 adic¢oes, a 45°C e 200rpm
(Ensaio 3). Pode-se perceber que neste ensaio ocorreu no inicio na reagcdo um maior
aumento do porcentual de acidez, devido a hidrolise. Aléem disso, iniciou-se a reducao
da acidez apds cinco horas de reagéo, entretanto, ao término das 48 horas observou-
se 0 menor porcentual de acidez, indicando maior consumo de AGL e
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consequentemente maior producdo de ésteres metilicos, como pode ser visualizado

na Tabela 6.

Destaca-se ainda que visualmente o produto obtido por meio deste processo,

em relacdo a cor e viscosidade, caracteriza-se como biodiesel, como demostrado na

Figura 25.

Tabela 6. Cinética reacional de hidroesterificacdo do 6leo de soja bruto.

Tempo (h) Acidez 1 (%, Acidez 2 (%, Acidez (%,
m/m) * m/m) * m/m) *
0 5,04 £ 0,06 59+0,01 2,81+
0,016
1 12,15+ 0,01 11,41 + 0,01 13,00
0,01
2 12,51+0,03 13,01+0,29 13,45+0,02
3 12,22+0,08 11,65+0,06 12,66+0,01
4 9,94+0,06 11,38+0,04 12,29+0,29
5 9,28+0,02 11,17+0,02 11,21+0,01
6 8,30+0,29 10,03+0,01 10,03+0,01
7 6,34+0,02 6,54+0,01 7,3210,24
48 2,02+0,01 2,48+0,02 1,81+0,05
Neutralizacao 0,36+0,01 2,98+0,005 0,230,004

*médias de triplicatas * desvio padrao amostral.

Acidez 1: NS 40116 (5000ppm) + éleo de soja bruto; Acidez 2: NS 40116 (5000ppm) + Lecitase Ultra
(50ppm) +6leo de soja bruto; Acidez 3: NS 40116 (5000ppm) +Quara LowP (50ppm) +6leo de soja

bruto

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 25. Produto obtido por hidroesterificacédo catalisada por NS 40116 (5000 ppm)
e Quara LowP (50 ppm).

Em relacéo ao teor de fosforo, neste ensaio ocorreu uma reducéo de 61,3%,

passando de 464,9 ppm para 180ppm de fésforo.

6.1.11 Ensaios de hidroesterificacdo do 6leo de soja bruto catalisada pela
enzima NS 40116 (5000 ppm) e Quara LowP (50 ppm) com adi¢cdo de 100 ppm de

NaOH em uma Unica etapa.

Pode-se conhecer o efeito da presenca de NaOH na acdo das enzimas NS
40116 e Quara LowP através das seguintes condicfes: 100 g de 6leo de soja bruto,
2% de agua, 100 ppm de NaOH, 5000 ppm de NS 40116, 50 ppm de Quara LowP,
1,5 equivalentes de metanol em 12 adi¢des, a 45 °C e 200 rpm e 72 horas de reacao.

Para o melhor acompanhamento da reagéo, além das analises do teor de AGL
no meio reacional, foram realizadas andlises do percentual de glicerina combinada
(GC) na fase éster. A determinagdo da glicerina combinada inclui mono-, di- e
triglicerideos, que séo provenientes da reacdo incompleta dos glicerideos, logo € um
importante parametro utilizado na avaliagdo da eficiéncia da conversédo de oleos e
gorduras em biodiesel (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009; PRICE et al., 2016). A GC
tem sido empregada nas industrias de biodiesel no intuito de verificar a eficiéncia da
reacdo, sendo aceitaveis valores inferiores a 0,23%. Os valores de acidez juntamente
com valores menores que 0,23% de glicerina combinada (GC), evidenciam que a

reacdo de hidroesterificacdo ocorreu de forma satisfatéria. Na Tabela 7 pode-se



73

visualizar o valor da acidez e GC, determinados a cada 12 horas de reacédo, ao término
das 72 horas e ap0s a neutralizacao.

Pode-se observar que o valor de GC evidencia que apos 48 horas de reacao o
produto ja estava especificado para biodiesel (valor de GC inferior a 0,23%). Além
disso, destaca-se que houve uma reducédo maior da concentracao do fésforo, uma vez
que apoés este ensaio a fase topo antes da neutralizacdo apresentou 68,89 ppm de
Fosforo e apds a neutralizacdo a concentracao na fase éster foi de 54,5 ppm, obtendo-

se assim, uma reducao de 88,3% do teor de fosforo.

Tabela 7. Resultados da hidroesterificacdo catalisada pela enzima NS 40116

(5000ppm) e Quara LowP (50ppm) com adicdo de 100ppm de NaOH em uma Unica

etapa
Tempo (h) Acidez (%, m/m) Glicerina Combinada
(%, m/m)
12 2,28 05
24 1,72 0.07
36 1,64 0.17
48 1,64 011
60 1,87 0.01
72 1,89 0.03
Neutralizagdo 0,11 0.03

Fonte: Elaborado pela autora.

6.1.12 Ensaio de hidroesterificagdo do 6leo de soja bruto catalisada pela enzima
NS 40116 (5000 ppm) e Quara LowP (50 ppm) com adi¢cao de 100 ppm de NaOH

em duas etapas.

Neste ensaio empregou-se as condi¢des descritas no item 5.4.3, 100 g de 6leo
de soja bruto, 2% de agua, 100 ppm de NaOH, 5000 ppm de NS 40116, 50 ppm de
Quara LowP, 1,5 equivalentes de metanol em 12 adic¢des, a 45°C e 200rpm e 72 horas
de reacdo, em duas etapas. Ressalta-se que as duas etapas foram separadas, com
centrifugacéo para eliminacéo do fésforo, visando facilitar a acdo da NS 40116. Na
tabela 8, pode-se visualizar o valor da acidez e GC, determinados a cada 12 horas de

reacao, ao término das 72 horas e ap0s a neutralizacao.
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Tabela 8. Resultados hidroesterificacdo do éleo de soja bruto catalisada pela enzima
NS 40116 (5000 ppm) e Quara LowP (50 ppm) com adi¢c&o de 100 ppm de NaOH em

duas etapas

Tempo (h) Acidez (%, m/m) Glicerina Combinada
(%, m/m)
12 2,13 018
24 2,04 5.0
%0 1,90 0,07
48 2,46 0,03
60 1,13 0,03
72 1,96 0,01
Neutralizagao 0,03 001

Fonte: Elaborado pela autora.

Observando os valores de porcentual de acidez e GC pode-se entender que a
reacdo de hidroesterificacdo enzimatica em duas etapas se desenvolveu melhor do
que quando realizada em uma Unica etapa, nas mesmas condi¢des. Sendo que em
relacdo a GC este ensaio apresentou um valor baixo no final das 72 h de reacdo. Em
relacdo a concentracao de fosforo, ao final da hidrélise a mesma foi de 60,24 ppm,
sendo apos a esterificacdo foi reduzido para 30,12 ppm, dessa maneira, obteve-se
uma reducdo de 93,5% da concentracdo de fosforo inicial, demostrando a
potencialidade deste processo para a producdo de biodiesel a partir de matérias
graxas de baixo custo, com elevada acidez e concentracdo de fosforo, sem ser
necessario pré-tratamento da matéria-prima.

No entanto, embora apresentando resultados mais satisfatorios, a
hidroesterificacdo enzimatica do 6leo de soja bruto em duas etapas, sob um ponto de
vista industrial, é invidvel em fungdo de ser muito laborioso. Pois, no caso foi
necessario realizar a degomagem enzimatica com a Quara LowP, em seguida
centrifugou-se e recolheu-se a fase topo, para dar continuidade a reagcdo de

hidroesterificagcdo com a enzima NS 40116.
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6.1.13 Repeticdo do ensaio de hidroesterificacdo do O6leo de soja bruto
catalisada pela enzima NS 40116 (5000ppm) e Quara LowP (50ppm) com adicéao
de 100 ppm de NaOH em uma etapa.

Buscando compreender se 0 processo possui reprodutibilidade, neste ensaio
empregou-se as condi¢des descritas no item 5.5.0, 100 g de 6leo de soja bruto, 2%
de agua, 100 ppm de NaOH, 5000 ppm de NS 40116, 50 ppm de Quara LowP, 1,5
equivalentes de metanol em 12 adi¢des, a 45°C e 200 rpm e 72 horas de reacao, em
uma etapa.

Na Tabela 9, pode-se visualizar o valor médio das triplicatas da acidez e GC,
determinados a cada 12 horas de reacdo, ao término das 72 horas e apés a

neutralizacao.

Tabela 9. Resultados hidroesterificacdo do éleo de soja bruto catalisada pela enzima
NS 40116 (5000ppm) e Quara LowP (50ppm) com adi¢cdo de 100ppm de NaOH em

uma etapa.

Tempo (h) Acidez (%, mim)* Glicerina Combinada*

(%, m/m)
12 5,44+ 0,5 0,46+0,4

24 4,03+0,03 0,22+0,03

36 1,86+0,09 0,11+0,009

48 2,35+0,08 0,09+0,01

60 2,01+0,22 0,08+0,02

72 1,83+0,02 0,03+0,02
Neutralizacéo 0,08+0,001 0,03+0,01

*média das triplicatas + desvio padrédo

Fonte: Elaborada pela autora.

Observando os valores de porcentual de acidez e GC pode-se entender que a
reacao de hidroesterificacdo enzimatica, embora apresentado valores semelhantes
aos demais ensaios, ocorreu de forma diferenciada, indicando a influéncia da
concentracéo de fosforo na reagdo de hidroesterificacdo enzimatica. Uma vez que o
0leo empregado neste ensaio apresentou 668,7ppm de fosforo. A determinacdo da
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concentragéo de fosforo ao término da reacéo na fase éster foi de 40,3 ppm de fésforo.
Assim, a partir desta reacao reduziu-se 93,97% da concentracdo de fosforo.

Os baixos valores de glicerina combinada (<0,2) indicando um bom
desenvolvimento da reacdo, somados a significativa reducdo do teor de fdsforo
(93,97%) e simplicidade do processo, evidenciam a potencialidade da aplicacao da
hidroesterificacdo do 6leo de soja bruto catalisado por NS 40116 e Quara LowP para
a producéo industrial de biodiesel. Pois além de possibilitar o uso de uma matéria-
prima de menor custo, em comparacao com o 6leo de soja degomado e neutralizado,
dispensa o0 processo de degomagem, & quente ou acida, para retirada dos
fosfolipidios, responséaveis pela formacdo de gomas e perdas no rendimento da
reacdo. Dessa maneira, 0 processo se torna menos oneroso, ndo sendo necessario o

tratamento dos residuos acidos provenientes da degomagem.
6.1.14 Caracterizacdo dos ésteres metilicos

Ao final das 72h de reacéo, obteve-se um teor de AGL de 0,1%, AGT 0,298%,
monoglicerideos 0,488%, diglicerideos 1,045% e triglicerideos 0,206% além de uma
conversao de 86,23%, tendo visto que o Oleo de soja bruto apresenta um teror de
acidos graxos totais de aproximadamente 85%, a partir do processo realizado 100%
dos &cidos graxos foram convertidos em ésteres metilicos. Cesarini et al. (2013)
avaliaram a producéo de biodiesel com a lipase soltvel Callera Trans L. e o 6leo de
soja bruto com teor inicial de AGL de 7,8%, foram empregadas as seguintes
condicBes: 20 g de 6leo de soja em bruto, 1% p / p de solucéo de lipase Callera Trans
L e quantidades diferentes de agua: 3%, 5%, 10%, 15% (p / p), 16% (p / p) de metanol,
que foi adicionado em quatro etapas a 35 C e 200 rpm. A partir desse processo
obtiveram a producéo de 96% de ésteres metilicos apés 24 h de reacgdao.

Outro estudo, realizado por Remonato (2017) empregando 6leo de soja
refinado, nas seguintes condi¢des reacionais: lipase Eversa Transform 1% (m/m),
razao molar 6leo de metanol/ soja de 4,5:1e 2,5% de agua com incubacdo em shaker
a 35°C e 250 rpm, obteve uma conversédo de 95,3% em ésteres metilicos de acidos
graxos (FAME) com 16 h de reacdo. Nas mesmas condi¢des, mas com 0,5% de
enzima, a autora observou a conversdo de 95,1% em ésteres, porém, no tempo
reacional de 40h. Também se observou os valores de AGL (2,1%), seguidos por MAG
(0,2%), DAG (1,4%)e TAG (1,3%).
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Quando utilizado 6leo de soja refinado com acréscimo de 75% de &cido oleico,
razdo molar metanol/6leo de 4,5:1, 2,5% (m/m) de &gua destilada e 1% (m/m) de
enzima Eversa® Transform, incubado em shaker a 35 °C/250 rpm, Remonato (2017)
obteve um teor de ésteres de 85,97% em 16 horas, evidenciando a dificuldade em
produzir ésteres metilicos a partir de matérias primas com elevado teor de AGL.

Considera-se o resultado obtido (86,23%) satisfatério, uma vez que a presenca
de AGLs leva a formacéao indesejavel de sabdes e a presenca de agua pode levar a
hidrolise dos TAGs, além disso, 0 uso de matérias-primas ricas em AGL podem
acarretar maior formacdo de &agua devido a esterificacdo desses, fato que se
caracteriza como a principal dificuldade de se utilizar materiais graxos residuais
(BANKOVI¢-ILIE;  STAMENKOVI¢;  VELJKOVIE, 2012; SOARES, 2014;
REMONATO,2017).

Uma alternativa para melhorar o desenvolvimento da reacdo segundo
Shibasaki-Kitakawa et al. (2015) o ideal seria a remoc¢éo de 4gua durante a reacao e
a adicdo de alcool em excesso, visando deslocar o equilibrio da reacdo em direcéo a
formacéo de produto.

Além disso, 0 6leo de soja bruto apresenta uma quantidade relativamente
elevada de fosforo, geralmente tem um teor de 400 a 1.200 ppm e um porcentual de
1-3% de fosfatideos, o que pode acarretar em dificuldades no armazenamento, devido
a formacao de precipitado e acumulacdo de agua (CESARINI et al., 2014; DEMIRBAS
et al., 2016). Devido a isso, é recomendado que antes do processo de producdo do
biodiesel, o 6leo ou gordura passe por um pré-tratamento denominado degomagem,
para remocéao de grande parte dos fosfolipidios (LOBO, FERREIRA, & CRUZ, 20009).
Destaca-se através do processo de hidroesterificacdo em uma Unica etapa realizado
obteve-se uma reducao significativa do teor de fésforo que passou de 464,99 ppm

para 24,93 ppm de fésforo, como pode ser observado na tabela 10.
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Tabela 10. Resultados Caracterizacao do Produto Obtido. *ANP 45 de 25/08/14

Parametro Valor obtido Valor de referéncia*
Massa especifica (Kg/m?) 882,1 850 a 900
Viscosidade cinética

4,4463 3,00 a 6,00
(mm?2/s)
Estabilidade a oxidacao

4,76 6,0

(h)
indice de acidez 0,2 0,50
Teor de enxofre (mg/kg) 5,187 10,00
Teor de fosforo (mg/kg) 24,93 10,00
indice de iodo 131,92
Teor de agua (mg/Kg) 909,5 200,00
Calcio + magnésio

32,41 5,00
(mg/Kg)
Sadio + Potassio (mg/Kg) 1,518 5,00

Além do teor de fésforo, realizou-se a caracterizagdo dos ésteres metilicos
produzidos em relacdo a outras dez propriedades, cujos valores sdo demonstrados
na mesma tabela. Destaca-se que a massa especifica, viscosidade cinética, indice de
acidez, teor de enxofre, e concentracdo de sbédio e potassio apresentaram valores
dentro da especificacéo do biodiesel (ANP, 2014), fato que evidencia a potencialidade
da aplicacdo de hidroesterificacdo enzimética do 6leo de soja bruto para a producéo
de biodiesel.

Porém, os parametros estabilidade a oxidacao, teor de 4gua, teor de fésforo,
indice de iodo e concentracdo de calcio e magnésio apresentaram valores diferentes
dos determinados pela ANP n°45 (2014), observa-se assim que é necessaria uma
otimizacdo das etapas envolvidas no processo, visando a producdo de ésteres

metilicos que atendam as especificacdes estabelecidas para o biodiesel.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A partir do processo empregado pode-se obter um resultado satisfatério de
conversdo em ésteres metilicos, 86,23 % (completa conversdo dos acidos graxos)
com uma reducéao de 93,97% do fosforo, empregando-se 100g de 6leo de soja, 2%
de 4gua, 1,5 eq de metanol (12 adi¢des), 5000ppm NS 40116 combinada com 50ppm
de Quara LowP, a 45°C e 250rpm. Esse resultado evidencia que as enzimas Quara
LowP e NS40116 sdo biocatalisadores potenciais para producdo industrial de
biodiesel. Além disso, destaca-se que algumas propriedades dos ésteres metilicos
produzidos, podendo-se citar a massa especifica, viscosidade cinética, indice de
acidez, teor de enxofre, e concentracdo de sédio e potassio apresentaram valores
dentro da especificacdo do biodiesel. Evidenciando a potencialidade da aplicacdo do
processo de hidroesterificacdo enzimatica do 6leo de soja bruto para a producao de
biodiesel.

Assim, 0 objetivo deste trabalho de se verificar a possibilidade de produzir
ésteres metilicos a partir do 6leo de soja bruto, catalisado por uma lipase combinada
com uma fosfolipase em uma Unica etapa foi alcancado com éxito. Entretanto, os
parametros estabilidade a oxidacéo, teor de agua, teor de fésforo, indice de iodo e
concentracdo de célcio e magnésio apresentaram valores diferentes dos
determinados pela legislacdo que especifica o biodiesel, dessa maneira, algumas
recomendacdes para trabalhos futuros podem ser feitas:

Considera-se necessaria uma otimizacao das etapas envolvidas no processo,
a partir de um delineamento experimental, visando a producdo de ésteres metilicos
que atendam as especificacdes estabelecidas para o biodiesel.

Além disso, entende-se por fundamental a realizacdo de um estudo de
viabilidade técnica e econbmica, para apresentar este processo como uma
substituicao rentavel em relacdo ao método empregado atualmente para a producao
industrial do biodiesel.
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