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RESUMO

A demanda global de energia tem aumentado significativamente, devido ao
esgotamento dos combustiveis fosseis, e 0 crescimento continuo da populacéo
mundial. A maioria dos combustiveis, utilizados nos dias de hoje, sdo obtidos
principalmente de combustiveis fosseis. Estas fontes acabam prejudicando o
meio ambiente, além de serem n&o renovaveis, ocorrendo riscos de escassez
ainda causam danos a saude. Os biocombustiveis surgem como uma alternativa
para a producdo de uma energia limpa e sustentavel. Este biocombustivel pode
ser definido como uma mistura de ésteres de acidos graxos de cadeia longa,
produzido com matérias renovaveis, como Oleo vegetal, gordura animal e
gorduras residudrias. Sob este contexto a busca por fontes alternativas e a
producdo de energia de uma maneira limpa e sustentavel vem se justificando em
forma de pesquisas que utilizem residuos para producdo de ésteres. Neste
trabalho estudou-se a producdo de biodiesel enzimético utilizando como
substrato a gordura residuaria proveniente do processo de tratamento primario
(coagulacdo quimica) do efluente de uma industria de alimentos e energia,
utilizando como catalisador a lipase comercial NS-40116. Neste trabalho
avaliaram-se variaveis concentracao de enzima (0,3%, 0,5%, 0,7%), razdo molar
gordura:etanol (1:3, 1:4, 1:5) para a producao de ésteres. Foram acompanhados
como respostas a conversao de ésteres (biodiesel), acidos graxos livres (AGL)
e atividade enzimética residual. Os resultados demostraram que na producéo de
ésteres os melhores resultados foram adquiridos no ensaio 6, onde obteve-se
uma converséo de ésteres 87,9%, com concentracao de enzima (0,5%) e a razédo
gordura:etanol (1:4) no tempo reacional de 8 horas. Nesta condi¢cdo, foram
produzidas bateladas destes ésteres de forma a obter volume de amostra
necessario para comparar as analises de qualidade dos ésteres produzidos aos
limites exigidos pela ANP. Ao compararmos os resultados, podemos concluir que
todos os parametros avaliados, com excecdo do teor de enxofre, encontraram-
se dentro dos limites de conformidades exigidas pela ANP. Com esses
resultados foi possivel verificar o potencial de uso deste residuo de estacéo de
tratamento para a producdo de biodiesel etilicos por transesterificacao
enzimatica utilizando a enzima Novozymes NS-40116.

Palavras-Chave: Esteres Etilicos; Lipase; Residuo de Estacéo de Tratamento.

10



ABSTRACT

Global demand for energy has increased significantly, due to the
exhaustion of fossil fuels, and the continuous growth of world population. Most
fuels, used today, are obtained primarily from fossil fuels. These sources end up
harming the environment, besides being non-renewable (and, as such, facing
risks of scarcity) and causing health damage. Biofuels appear as an alternative
to produce clean and sustainable energy. Biofuel can be defined as a mixture of
acid methyl esters of long-chain, produced with renewable materials, as vegetal
oil, animal and residual fats. In this context the search for alternative sources and
the production of energy through a clean and sustainable manner is being
justified through research which utilizes residuals to produce esters. This work
studies the production of enzymatic biodiesel using as a subtract residual fat
coming from the process of flotation of the effluent from an industry of nutriment
and energy, using as a catalyzer a new lipase obtained through Thermomyces
lanuginosus, a NS-40116. Through testing variables of enzymatic concentration
(0,3%, 0,7%, 0,5%) molar fraction fat:etanol (1:3, 1:5, 1:4) for the production of
esters, the conversion of esters (biodiesel), free fatty-acids and residual
enzymatic activity. The results show that in the production of esters the better
results were acquired in the test 6, where it was attained a conversion of esters
of 87,9%, with enzymatic concentration (0,5%) and the ratio fat:etanol (1:4) in the
reactional time lapse of 8 hours. In this condition, batches of these esters were
produced in a manner as of attaining volume of sample needed for quality
analysis comparison of the esters produced in the required limits demanded by
ANP. Through comparison of results, we can conclude that all the parameters
evaluated, apart from sulfur content, find themselves within the limits of the
conformities required by ANP. With those results it was possible to verify the
potential use of this residue of treatment station for the production ethylic
biodiesels through enzymatic transesterification using the enzyme Novozymes
NS-40116.

Key-words: Biodiesel, Lipase, Residue of Treatment Station
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1. INTRODUCAO

O biodiesel é considerado um combustivel alternativo feito a partir de
fontes naturais renovaveis, tais como o 6leo vegetal e gorduras (RATLEDGE,
1985; LEE et al., 2003). O uso de biocombustiveis tem muitos aspectos
favoraveis; € biodegradavel; apresenta reducao de 6xido de enxofre e gases de
efeito estufa, ndo é considerado um material perigoso e existem inumeras
vantagens sociais e econdmicas na sua utilizacdo contribuindo para a protecao
ambiental. (SCHUCHARDT et al., 1998; PARENTE, 2003; CHUAH et al., 2017).

Este biocombustivel pode ser obtido através de trés processos de
producdo: pirdlise, microemulsao e trans/inter/esterificacdo (MA et al., 1999). O
processo por pirdlise envolve a decomposi¢do térmica do material organico em
moléculas menores por meio da aplicacdo de calor, sem a adicdo de ar
suplementar ou oxigénio. (ALENCAR et al., 1983; OMAR et al., 2014). J4 a
microemulsdo € um processo utilizado para formular combustiveis diesel
hibridos, por solubilizacdo das misturas de 6leo vegetal/alcool com a adicédo de
compostos anfifilicos (SCHWAB et al., 1983). Dentre estes processos a
transesterificacdo quimica € a mais utilizada atualmente, pois se trata de um
método mais viavel em comparag¢ao aos outros processos. A transesterificacdo
consiste em converter o 6leo ou gordura em ésteres metilicos ou etilicos de
acidos graxos e como subproduto glicerol, a rea¢cdo acontece na presenca de
um catalisador. Os catalisadores a serem utilizados podem ser alcalinos, acidos
ou enziméaticos (FUKUDA et al., 2001; ATADASHI et al., 2011).

Entre os processos de producdo de biodiesel a transesterificacéo
enzimatica é mais adequado para uso em matérias-primas ricas em acidos
graxos livres, tais como: 6leos residuais, graxas, sebo bovino, banha e residuos
de estacdo de tratamentos de efluentes, dentre outros. Utilizando métodos
quimicos a transesterificacdo ocorre de maneira incompleta, mas o custo
elevado da enzima limita a sua producdo em escala industrial (DU et al., 2008;

BABAKI et al., 2017).
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As enzimas, tais como lipases, sao biocatalisadores que oferecem uma
via biolégica de producéo de biodiesel com uma série de vantagens ambientais
e econdmicas sobre a rota quimica, dentre elas estdo o uso de temperaturas de
reacdo amenas, eliminacdo de custos de tratamento associados a recuperacao
de catalisadores quimicos, oportunidade para sua reutilizacdo e maior
estabilidade através da imobilizacdo enzimética. A principal vantagem da
catalise enzimatica esta na possibilidade da utilizacao de residuos de baixo custo
como matéria-prima para a producdo de ésteres (KAZLAUSKAS et al., 1998;
FUKUDA et al., 2001; SOUZA, 2010; ATADASHI et al., 2011).

As lipases sdo enzimas que pertencem ao grupo das serina hidrolases
gue ndo necessitam de qualquer cofator para a sua ligacdo catalitica. Os
substratos naturais para lipases séo os triacilgliceréis que tém baixa solubilidade
em agua. Geralmente catalisam a hidrélise da ligacdo éster a uma interface entre
substrato aquoso e insolavel. (MASSE et al., 2001). A ativacao interfacial das
lipases ocorre geralmente na interface agua lipidica, sendo considerada como
uma caracteristica estrutural Unica. O sitio ativo das lipases sé@o protegidos pela
unidade oligopeptideo helicoidal. Esta unidade apds interagdo com uma interface
hidrofébica sofre alteracdes sequenciais e expde o local ativo, de tal modo que
proporcione 0 acesso livre para o substrato. Seu sitio ativo € composto
principalmente por serina, histidina e aspartato, complexos de enzima acil
(SCHMIDT e VERGER, 1998; JAEGER et al., 1999 e VILLENEUVE et al., 2000).

No entanto, existem varios desafios técnicos que precisam melhorar a
viabilidade econbémica para 0 uso do processo com biocatalisadores, dentre eles
estéo o alto custo das enzimas, perda de atividade durante o processo, a inibicéo
da enzima por reagentes e produtos, e as taxas de reacado lenta. Apesar disso,
recentemente com 0s avancos na tecnologia, diferentes processos vem sendo
utilizados para desenvolver sistemas que apresentem um melhor custo
beneficio, onde dentre eles estdo o uso de lipases tolerantes a solventes a
reutilizacdo de catalisadores de lipases imobilizadas e diferentes fontes de
materias primas. (FUKUDA et al., 2001; M. Iso et al., 2001).

O biodiesel a partir de fontes ndo alimentares, tais como lodo de esgoto,
Oleo de cozinha usado, microalgas, residuos de gordura animal e residuos de
estacdo de tratamento de efluentes vem ganhando uma atencgéo significativa

devido aos seus valores econdmicos e ambientais em comparagéo ao diesel de
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petrdleo. Além disso as fontes ndo alimentares séo classificadas como residuos,
proporcionado beneficios econdmicos e ambientais se for utilizado para a
producao de biodiesel (REHAN et al., 2018).

Com base nesses aspectos o presente trabalho tem como objetivo utilizar
como fonte de matéria-prima, para a producdo de biodiesel, triglicerideos e
acidos graxos provenientes da etapa de flotacdo da estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) de uma induastria alimenticia e de energia. Sendo a reacéo
utilizada neste trabalho a biocatalitica através da enzima lipase NS — 40116 de

origem microbiana produzida pela industria Novozymes.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi realizar a producdo de ésteres etilicos de
acidos graxos (biodiesel) através do biocatalisador lipase NS-40116, utilizando
como substrato a gordura residuaria proveniente de processo de flotagcdo do

efluente de uma industria de alimentos e energia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar a caracterizacdo do residuo, proveniente do processo de
tratamento de efluente através de analises de 6leos e graxas, teor de
umidade, pH e perfil de &cidos graxos.

v' Determinar a atividade da enzima NS-40116 durante o periodo das
reagOes de transesterificagéo.

v Avaliar as variaveis razao molar gordura:etanol e concentracao de enzima
na producédo de ésteres utilizando a gordura residuaria.

v' Realizar acompanhamento cinético da concentracdo de acidos graxos,
atividade enzimatica residual e producéo de ésteres.

v' Avaliar e definir as condi¢cdes experimentais com vista a producao de
biodiesel.

v Caracterizar os ésteres produzidos quanto aos padrbes estabelecidos

pelas normas vigentes para a classificagdo como biodiesel.

19



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 HISTORIA DO BIODIESEL NO BRASIL

A ideia de se utilizar 6leos vegetais como um combustivel liquido em
motores de combustéo interna surgiu em 1900, quando Rudolf Diesel utilizou
Oleo diesel de amendoim (SHAY, 1993). No entanto naquela época, o petroleo
tornou-se a fonte de energia dominante, em funcéo de seu baixo custo e grande
disponibilidade, assim o diesel de petréleo foi em seguida, desenvolvido como o
principal combustivel para motores diesel. Entretanto, os combustiveis de
petréleo e seus derivados, periodicamente, se tornaram uma fonte cada vez mais
escassa, desta forma a procura de fontes de energia alternativa tem surgido
como uma opc¢ao as fontes fésseis (SCHUCHARDT et al., 1998; ZANIN et al.,
2000; PARENTE, 2003).

Neste mesmo periodo, outras tecnologias foram utilizadas, como a pirélise
dos diferentes triglicerideos para o abastecimento de combustiveis liquidos em
diferentes paises, um exemplo disso, foi a producédo de hidrocarbonetos na
China, por um sistema de pirdlise utilizando 6leo de tungue como materia-prima.
Ha relatos que durante a década de 1940 no Brasil, ocorreram as primeiras
tentativas de exploracéo de energia a partir de 6leos e gorduras em motores de
combustdo interna. Com isso, existem varios estudos que relatam sobre a
utilizacao de oleos vegetais puros, tais como de babacu, de coco, semente de
ricina (mamona) e semente de algoddo, bem como o uso de hidrocarbonetos
produzidos por craqueamento termo-cataliico (SANTOS; A; POUSA,
2007;ZAREH; ZARE; GHOBADIAN, 2017;LIN; CHEN, 2017).

O primeiro programa governamental relativo a utlizacdo de
biocombustiveis, surgiu durante a Segunda Guerra Mundial, sendo o 6leo de
algodao o principal 0leo vegetal produzido na época, onde a sua exportacao era
proibida, afim de forcar uma queda no seu preco tornando possivel a sua
utilizacdo como combustivel em trens (Chemical & Engenharia Metallrgica,
1943). Nas décadas de 1970 e 1980 houve escassez de petréleo, desta forma o
Governo Federal do Brasil criou em 1980 um programa chamado PROALCOOL
(GOLDEMBERG et al., 2004), que implementava e regulamentava o0 uso do

etanol hidratado como combustivel (adaptagcdes do motor foram necessarios
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para utilizar este combustivel) e etanol anidro que poderia ser misturado com
éter de petrdleo e gasolina. E importante mencionar que desde 1980 o Brasil ndo
utiliza a gasolina pura de petrdleo, e sim um blends, que nada mais sdo que uma
mistura de etanol/gasolina.

No final do século XX, o Governo Federal reiniciou a discusséo sobre o
uso de biodiesel e muitos estudos foram feitos por comissdes interministeriais
em parceria com universidades e centros de pesquisa (VIGLIANO, 2003). A partir
dai, o biodiesel deixou de ser um combustivel experimental e comecou a ser
produzido em escala industrial (SANT'’ANNA, 2003).

Os dois principais mecanismos de incentivo a producédo de biodiesel foi o
PROBIODIESEL (Programa Brasileiro de Desenvolvimento Tecnologico de
Biodiesel), criado pelo Decreto Presidencial, n® 702 e introduzidas pelo
Departamento de Ciéncia e Tecnologia (MCT) em 30 de outubro de 2002 e o
PNPB (Programa Nacional de Producédo e Uso de Biodiesel), criado pela lei
Federal n°® 11097/2005 em 13 de janeiro de 2005, que foram responsaveis pela
introducéo oficial do biodiesel na matriz energética brasileira (SANTOS et al.,
2007).

Com o0 objetivo de promover a inclusdo social, no ano de 2004 com o
Decreto N° 5.297/2004, foi criado o selo “Combustivel Social” (SCS), Figura 1,
com a finalidade de fornecer um mecanismo de atribuicdes de um selo aos
produtores de biodiesel, fornecendo incentivos financeiros e fiscais. Os
pequenos produtores, eram membros de cooperativas rurais que foram
registrados no Programa Nacional de Fortalecimento da Agricultura Familiar —
PRONAF (BRASIL, 2004).

Figura 1 - Selo Combustivel Social.

Fonte: Site do Ministério de Minas e Energia (MME).
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Logo apds o inicio do programa PNPB, em 2005 a industria Brasileira
comecou efetivamente a iniciar a producéo de biodiesel, até o final de 2007 ndo
havia nenhum mandato sobre os percentuais de mistura entre diesel féssil e
biodiesel puro (B100). Em 2008 o governo brasileiro transformou obrigatéria a
adicao do B100 ao diesel com as seguintes porcentagens: 2% (B2) de janeiro a
junho de 2008, 3% (B3) de julho de 2008 & junho de 2009, 4% (B4) de julho a
dezembro de 2009, e 5% (B5) a partir de janeiro de 2010 a junho de 2014,
demostrado na Figura 2. Com todo esse avanco na produg&o e consumo, o Brasil
se tornou o quarto maior produtor de biodiesel no mundo (OLIVEIRA; COELHO,
2017).

Neste periodo, os produtores de biodiesel pediram um aumento nos
percentuais de mistura. Desta forma o governo concordou e de acordo com a Lei
N° 13.033/2014, a qual estabeleceu a adicéo obrigatoria de 6% a partir de 1° de
julho de 2014 e de 7% a partir de 1° de novembro de 2014, ao 6leo diesel
comercializado ao consumidor final, em todo o territério nacional (BRASIL,
2014).

Figura 2 - Evolucéo temporal das misturas de biodiesel adotada no Brasil.

OPTIONAL | MANDATCRY BLEND

Fonte: OLIVEIRA e COELHO, 2017.

Nos dias de hoje, o biodisel e o etanol foram responsaveis pela maior
parte dos combustiveis renovaveis utilizados na frota de transporte global,
segundo o relatorio de 2014 da Rede Renewable Energy Policy para o século 21
(REN21, 2014). Ambos os combustiveis representam um aumento da quota do
mercado tanto no Brasil, como Estados Unidos e em alguns paises Europeus.
Em particular o biodiesel, teve um maior aumento entre 0os biocombustiveis na
ultima década, esse crescimento representa 15 vezes o volume de producdo

2002-2012. De acordo com o mesmo relatério, s6 em 2013 a producéo e o
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consumo de biocombustiveis nos transportes mundial aumentou 7%, ou seja, um
pouco mais de 116 milhdes de litros, onde o biodiesel representou cerca de 26
bilhdes. Sendo a maior parte produzida e consumida pelo mercado Europeu
(REN21, 2014).

Segundo dados mais recentes do relatério de janeiro de 2018, a producao
americana de biodiesel foi de 124 milhdes de galbes, sendo que a regido Centro-
Oeste representou 68% do total dos Estados Unidos (Figura 3). Esta producéo
é representada por 94 usinas de biodiesel com capacidade de 2,4 bilhdes de
litros por ano. As vendas de biodiesel ao produtor durante este mesmo periodo
incluiram 51 milhdes de gal6es vendidos como B100 e um adicional de 65
milhdes de galbes de B100 vendidas em misturas de biodiesel em diesel de
petréleo. Neste mesmo relatorio, consta que o éleo de soja permaneceu como a
maior matéria-prima para a producdo de biodiesel, com 462 milhdes de libras
consumidas (EIA, 2018).

Figura 3 - Producdo mensal de biodiesel.
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Fonte: Site da Energy Information Administration (EIA) 2018.

Com o crescimento no mercado, houve também um aumento na busca de
fontes alternativas de combustiveis renovaveis, tecnicamente e
economicamente viaveis no Brasil. Por ser uma fonte de energia parcialmente
renovavel, e ser quase totalmente compativel com o diesel de petréleo, o

biodiesel estd tomando espaco na composi¢cdo da matriz de energia brasileira,
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apresentando algumas vantagens quando comparado com o diesel mineral.
Assim, o biodiesel cresce a medida que sua producdo e consumo tem
aumentado consideravelmente desde 2005, apesar de todas as dificuldades
apresentadas no Brasil, devido ao dominio da soja como a principal matéria-
prima (ANP, 2018; OLIVEIRA et al., 2017). Estes dados sao apresentados na
Figura 4, a qual traz as matérias primas utilizadas na producao de biodiesel nas

diferentes regides do pais.

Figura 4 — Matérias-primas utilizadas para a producédo de biodiesel no Brasil.
Fevereiro/2018
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Fonte: Site Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) 2018.

A produgéo de biodiesel no Brasil deu um grande salto, de 736 m3 em
2005 para 3,419,838 m3 em 2014. Existe uma vasta supremacia para o setor de
transporte, o que representa 84% do consumo, seguindo pelo setor agricola, com
13%, industrial 2%, comercial e setores publicos em conjunto com apenas 1%
(GERALDES et al., 2014; ANP, 2015).

Segundo dados da ANP, atualmente existem 51 plantas produtoras de
biodiesel autorizadas para producédo no pais, correspondendo uma capacidade
total de 22286,81 m3/dia. Atualmente, foram produzidos em janeiro o equivalente
a4 337.818 m3 e em fevereiro 338.267 m3 de biodiesel, estes dados estao
representados na Figura 5 (ANP, 2018).
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Figura 5 — Evolucdo mensal da producéo de biodiesel no pais em ms3, 2018.
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Fonte: Site Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) 2018.
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3.2 BIODIESEL

O biodiesel vem ganhando a atengcdo como um substituto viavel para o
diesel de petrdleo devido as suas caracteristicas notaveis, tais como
biodegradabilidade, capacidade de renovagdo, ambientalmente menos toxico,
alta eficiéncia de combustéo, elevado ponto de inflamacdo, menor quantidade
de enxofre, melhor lubrificacdo, entre outros. A producdo de biodiesel é
persistente, ganhando relevancia no mercado devido aos seus beneficios
(AVHAD e MARCHETTI, 2015).

De acordo com According to the American Society for Testing and
Materials (ASTM), o biodiesel é definido como uma mistura de ésteres
monoalquilicos de &cidos graxos derivados de matérias primas lipidicas, tais
como Oleo vegetal ou gordura animal. Os principais componentes dos 6leos
vegetais e gorduras animais sdo 0s ésteres de acidos graxos, glicerol e o
triacilglicerol (TAG). Os TAGs consistem em diferentes composi¢des de acidos
graxos que influenciam nas propriedades fisicas e quimicas dos Oleos vegetais
e gorduras animais, desta forma determinando a qualidade do biodiesel (AVHAD
e MARCHETTI, 2015).

3.2.1 Fontes de Matérias-primas

As oleaginosas sdo a matéria prima principal utilizada para a producéo de
biodiesel, que sé@o categorizadas como 6leo comestivel e 6leo ndo comestivel.
Dentre os comestiveis as mais utilizadas séo: 6leo de amendoim, soja, girassol,
cartamo, milho, farelo de arroz, palma, coco, 6leo usado de fritura, oliva, colza,
ricino, linhaca e de trigo. Entre as fontes de 6leo ndo comestiveis estéo: jatoba,
semente de algodédo, tabaco, carvalho, O0leo de peixe, jojoba, semente de
damasco. Além das culturas de 6leo, microalgas, terpenos, residuos de 6leo de
cozinha, gorduras animais e residuos de estacdo de tratamento de efluentes
também s&o utilizados para a producédo de biodiesel (MACEIRAS et al., 2011,
MAHMUDUL et al., 2017; ABDELFATTAH et al., 2018).

Devido a fatores como o0 esgotamento dos recursos convencionais
utilizados na producéo de biodiesel, as variagdes de mercado e principalmente

as crescentes preocupagdes com as questdes ambientais e sociais que tangem
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a producdo de alimentos, surge um grande interesse em ampliar o leque de
matérias primas disponiveis para sua sintese (ATABANI et al., 2012; BASKAR e
AISWARYA, 2016).

Atualmente, a grande maioria da energia consumida no mundo advém de
fontes fésseis e ndo renovaveis, principalmente o petrdleo. Estimativas apontam
que até o ano de 2035 sera necessaria uma reducdo de cerca de 30% no
consumo. Sob este contexto a busca por fontes alternativas e a producao de
energia de uma maneira limpa e sustentavel vem se justificando em forma de
pesquisas que utilizem residuos de estacdo de tratamento de efluentes para
producao de ésteres. (ATABANI et al., 2012; BASKAR e AISWARYA, 2016).

3.3 METODOS DE PRODUCAO DE BIODIESEL

O biodiesel pode ser produzido através de trés vias: microemulsoées,
cragueamento térmico (pirélise), e trans/inter/esterificacdo. Dentre estes
diferentes métodos de obtencdo, o método mais eficiente e com um custo
acessivel para a producdo de biodiesel é a transesterificacdo de éleos vegetais
e gorduras animais (DAUD et al., 2015). A transesterificacdo consiste em um
processo catalitico de troca do grupo alcoxi de um éster por um alcool (aceptor
de acilo) que converte o triglicerideo nos 6leos em ésteres alquilicos de acidos
graxos (FAAE) e glicerol, sendo também conhecido como alcoolize, fazendo-se
uso de alcoois de cadeia curta, tais como metanol e etanol como aceptores de
acilo, representado na Figura 6 (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

Ja4 na interesteficacdo ocorre a transformacdo de triglicerideos em
biodiesel na presenca de um éster (acetato de metilo) como aceitador de acilo.
Neste processo em vez de glicerol, um outro triglicerideo é formado como
subproduto. E por fim, temos o biodiesel produzido por esterificacao direta de
acidos graxos livres (FFA) com alcoois para produzir FAAE e como subproduto
agua. Como catalizadores utilizamos os agentes quimicos (acidos e/ou bases) e
bioldgicos (enzimas) (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014; DAUD et al.,
2015).
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Figura 6 — Vias de reagdo para a producdo de biodiesel (R € um grupo alquil
pequeno, Ri1, R2 e R3 sdo cadeias de acidos graxos; Ki, Kz, K3, Ka, Ks, Ks sdo
catalisadores quimicos ou enzimaticos).

OCOR, i OCOR,
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Fonte: CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE (2014).

No processo global de alcoolize inclui-se trés reacfes reversiveis em que
os di e mono-glicerideos sdo formados como intermediarios. A partir de cada
molécula de triglicerideos, trés moléculas de biodiesel e uma molécula de glicerol
sao produzidas (fig.7) (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

3.3.1 Producéo por catélise enzimatica

Atualmente, a grande maioria do biodiesel produzido no mundo €é obtido
através de reacOes de transesterificacdo acido/base, por apresentar um menor
custo e possuir reagdes rapidas de conversao (MARX, 2016). Porém, apresenta
algumas desvantagens como temperaturas de reacao elevadas, pois demandam
um alto consumo energético, a natureza corrosiva de acidos, requerem esforcos
e gastos elevados nas etapas de purificacdo e recuperacdo do glicerol,
necessitam de lavagens adicionais para remover as impurezas do biodiesel.
Além disso, existem diversas condicbes que nao se aplicam de maneira
adequada, como guando se trabalha com matéria-prima de elevada acidez, onde
as reacfes em meio alcalino acabam saponificando o 6leo, produzindo sais de
acidos graxos (sabao) ao invés de biodiesel (HAMA; NODA; KONDO, 2018).

Estes problemas podem ser minimizados utilizando biocatalizadores
(enzimas) para a producéo de biodiesel. Enzimas tais como as lipases oferecem

uma série de vantagens ambientais e econémicas sobre a rota quimica, tais

28



como: uso de temperaturas de reagdes amenas, eliminacdo de custo de
tratamento associados a recuperacdo de catalisadores quimicos, faclil
recuperacao e separacao do produto, biodegradavel e aceitavel ambientalmente,
e ha oportunidade de reutilizacdo através da imobilizacdo enzimatica (FUKUDA
et al., 2001; ATADASHI et al., 2011).

A presenca de acidos graxos livres (AGL) nha matéria-prima representa um
grande problema para a transesterificacdo por métodos convencionais, enquanto
que no processo enzimatico pode ocorrer a conversdao completa dos AGL
contidos nos Oleos e gorduras residuais em biodiesel. Desta forma, a
transesterificacdo enzimatica € o método mais adequado para uso em matérias-
primas ricas em AGL, tais como 6leos usados, gorduras, sebo bovino e suino,
acidos graxos provenientes da etapa de flotagdo da estacdo de tratamento de
efluentes (ETE) (DU et al., 2008).

No entanto, existem alguns desafios técnicos que devem ser superados
para melhorar a viabilidade econémica dos bioprocessos utilizando lipases, pois
estes apresentam algumas desvantagens como: o alto custo das enzimas, perda
da atividade durante o processo, a inibicdo enzimatica e as taxas de reacdes
lentas, por estes fatores muitas empresas desistem de sua aplicacdo, apesar
das indmeras vantagens tecnologicas dos processos enzimaticos
(CHRISTOPHER; KUMA;ZAMBARE, 2014).

Outra grande vantagem do processo enzimatico é o fato do mesmo
apresentar um “layout” mais simplificado, com menos etapas do que o0s
processos convencionais. Tornando-se um grande atrativo para 0S
investimentos pelo segmento industrial, e por consequéncia disso ha uma menor
quantidade de gastos energéticos e operacionais (RANGANATHAN et al., 2008;
YU et al., 2015).

3.3.1.1 Lipases

As lipases (carboxilesterases) sdo enzimas que sao produzidas a partir de
animais, plantas ou microrganismos, principalmente fungos e bactérias (HAMA;
NODA; KONDO, 2018). As lipases de origem microbiana sé&o mais estaveis do
que as lipases vegetais e animais e estao disponiveis em grandes quantidades

a um custo menor. Ainda assim, comparado aos processos convencionais o
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custo de producédo € um dos principais obstaculos para sua aplicacédo industrial.
Este obstaculo pode ser reduzido através da imobilizacdo enzimatica ou a
utilizacao de matérias-primas mais acessiveis (POURZOLFAGHAR et al., 2016).

Apesar das desvantagens a sua utilizagdo na producdo de biodiesel
apresenta caracteristicas gerais atraentes, como a facil recuperacao do biodiesel
e glicerol, a atividade da lipase se torna versatil para a catalise simultanea de
triglicerideos e acidos graxos, e além disso 0 uso de temperaturas e pressao
atmosférica relativamente baixos, consequentemente reduzindo o consumo de
energia (HAMA; NODA; KONDO, 2018).

As lipases sdo enzimas ubiquas que pertencem ao grupo das serina
hidrolases, onde ndo necessitam de qualquer cofator para a sua acao catalitica.
Os trigicerideos sao substratos naturais para as lipases, estas possuem baixa
solubilidade em agua, caracteristicas estruturais Unicas, como a ativacao
interfacial que ocorre geralmente na interface agua lipidica, seu sitio ativo sdo
protegidos por unidades oligopeptideos helicoidais. Esta unidade apds interacéo
com uma interface hidrofébica sofre alteragBes sequenciais e expde o local ativo,
de tal maneira que da acesso livre ao substrato. O local ativo das lipases sdo
compostas principalmente de serina, histidina e aspartato e complexos
enzimaticos acilos (ANGAJALA; PAVAN; SUBASHINI, 2016).

3.3.1.1.1 Lipases de Thermomyces lanuginosus

A partir do cultivo de um microrganismo geneticamente modificado —
Thermomyces lanuginosus, foi produzida a lipase NS- 40116 (PRICE et al.,
2016).

A lipase de Thermomyces lanuginosus é uma hidrolase constituida por
uma unica cadeia de proteina que consiste em 269 aminoacidos com um peso
molecular de 29kDA. Sua faixa de pH 6timo encontra se entre 11-12. (KUMAR
et al 2015). Possui um formato aproximadamente esférico, é constituida por uma
estrutura predominantemente paralela de oito cadeias com cinco hélices alfa
interligadas. A figura 7 apresenta as estruturas aberta e fechadas desta enzima
(FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).
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Figura 7 - Estrutura de formas aberta e fechada da lipase de Thermomyces
lanuginosus

Closed form Open form

PDB: 1dt3 PDB: 1gt6
Fonte: FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010.

Uma das principais caracteristicas das lipases é sua capacidade de
catalisar, inclusive em temperaturas altas, em solventes organicos, pH alcalinos
e em baixas atividades de agua. Nas industrias 0 uso desse biocatalisador €
difundida e inclui aplicacdes na formulacdo de detergentes, combustiveis,
quimica fina, papel e couro (SKJOLD-JORGENSEN et al., 2016). A lipase de
Thermomyces lanuginosus é utilizada em processos de biodiesel, degradacéo
de polimeros, pré-tratamento de efluentes com elevados teores de lipideos,
ésteres aromatizantes entre outras aplicacées (FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010;
MENDES et al., 2011a; MENDES et al., 2012).

3.4 CARACTERISTICAS DO BIODIESEL COMERCIAL

Para assegurar a qualidade do biodiesel comercializado, parametros e
diretrizes devem ser seguidas. Para que isso aconteca, existem 0Orgaos
responsaveis pela sua fiscalizacdo. Os mesmos regulamentam um conjunto de
normas, decretos e portarias que devem ser seguidos. A especificacdo do
biodiesel tem sido aprimorada constantemente ao longo dos anos, contribuindo
assim para a sua harmonizagdo junto com as normas internacionais e
alinhamento da sua qualidade as condi¢cdes do mercado brasileiro.

A agéncia nacional do petréleo é um orgao federal responsavel pela

regulacdo das industrias de petréleo e gas natural e de biocombustiveis no
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Brasil. Seu foco principal € garantir o abastecimento de combustiveis e atuar na
defesa dos interesses dos consumidores. Regula mais de 110 mil empresas, em
atividades desde a prospeccdo de petroleo e gas natural nas bacias
sedimentares do Brasil até os procedimentos para assegurar a qualidade dos
combustiveis, através de fiscalizacdes das normas estabelecidas (ANP).

Na Europa a normalizacédo dos padrdes para ao biodiesel é estabelecida
pelas Normas DIN 14214, ja nos Estados Unidos a normalizacdo provém das
Normas ASTM D-6751, e aqui no Brasil utilizamos a norma EN 14214 sendo a
versédo mais atualizada da norma europeia. As normas determinam valores para
as propriedades e caracteristicas do biodiesel. Tais caracteristicas e
propriedades determinantes dos padrées de identidade e qualidade
comtemplados pelas normas séo: ponto de fulgor, teor de agua e sedimentos,
viscosidade, cinzas, teor de enxofre, corrosividade, nUmero de cetano, ponto de
névoa, residuo de carbono, nimero de acidez, teor de glicerina total, glicerina
livre, temperatura de destilacdo para 90% de recuperacédo (Parente, 2003).

Estas normas sao de suma importancia para assegurar a produgéo de um
biodiesel com qualidade suficiente para ser adicionado ao diesel a fim de garantir
seguranca e qualidade quando utilizado em motores, sem diminuir o rendimento

do veiculo.

3.5 RESIDUO ESTACAO DE TRATAMENTO

O residuo de estacdo de tratamento de efluentes é proveniente do
material sobrenadante da etapa priméria do tratamento, através de um flotador
(figura 8). Este flotador consiste em um sistema modular de flotacdo fisica e
quimica, cilindricos ou retangulares (RATTANAPAN et al.,, 2011), onde sua
principal fungdo encontra-se na remogao de Oleos e graxas, solidos suspensos
totais e cargas organicas (DBO e DQO). O efluente bruto entra pela tubulacéo
existente abaixo do flotador, passando por esta tubulacdo no formato de uma
serpentina, onde recebe os produtos quimicos (coagulante e floculante) e a
mistura ocorre pela agitacdo da dgua na tubulacao.

Neste processo, 0 coagulante € adicionado para separar o conteudo de
particulas pequenas em um tempo determinado. Essas particulas sao

desestabilizadas e floculam em flocos maiores. Dois estagios de misturas sao
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envolvidos no processo a mistura lenta e a rapida. A mistura rapida tem como
objetivo ajudar os coagulantes a dispersar em solucdo aquosa, ja a mistura lenta
em aumentar o tamanho dos flocos. Este processo oferece algumas vantagens,
como sendo simples e econémico, possui uma efetiva reducdo dos niveis de
DQO, DBO cor e compostos organicos (DAUD et al., 2015).

Figura 8 - Residuo proveniente da etapa de flotacdo do efluente de uma
industria alimenticia e de energia obtido na Estacdo de Tratamento de
Efluentes (ETE).

Fonte: Autor
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4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os materiais e métodos adotados para a
realizacdo dos experimentos, assim como 0s procedimentos laboratoriais
utilizados. Este trabalho foi realizado no laboratdrio de efluentes e central de
analises, todos pertencentes a Universidade Federal Fronteira Sul (UFFS). A
determinacao do perfil de acidos graxos do residuo da estacéo de tratamento de
efluentes foi realizado no laboratério de Grasas y Aceites da Faculdade de
Quimica da Universidade la Republica (UDELAR), no Uruguai. As analises para
avaliar o potencial de comercializacdo da amostra de ésteres etilicos produzida
a partir do residuo de efluente da estacdo de tratamento, foram realizadas
através de um laboratorio credenciado localizado na empresa Olfar S/A Alimento
e Energia.

4.1 CATALISADOR ENZIMATICO

O catalisador enzimatico utilizado é a enzima lipase livre “NS-40116",
enzima de origem microbiana produzida a partir do cultivo de Thermomyces
lanuginosus geneticamente modificada. Produzida pela industria Novozymes e

gentilmente cedida pela empresa Transfertech Gestao de Inovacéao.

4.2 GORDURA RESIDUARIA DE EFLUENTE

As amostras de gordura utilizadas como matéria-prima na producdo de
ésteres foram fornecidas por uma industria do segmento de alimentos e energia,
localizada no municipio de Erechim- RS. Esta gordura € proveniente da etapa de
flotacdo da estacdo de tratamento de efluentes (ETE). O material flotado é
resultante da primeira etapa de tratamento que se divide em duas partes: uma

liguida e uma solida, sendo a fragao solida utilizada neste trabalho.

4.2.1 Caracterizacdo da Gordura Residuéria

Realizou-se uma caracterizagao fisico-quimica da gordura residuaria, com

0 objetivo de verificar sua potencialidade para a producéo de ésteres. Para isso
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foram realizadas analises de pH, umidade, 6leos e graxas, acidos graxos livres,
e caracterizacdo do perfil de acidos graxos livres presentes na amostra, sendo

gue todas as analises foram realizadas em triplicata.

4.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.3.1 ReacOes de Transesterificacao

Nos ensaios de transesterificacdo foi realizado um estudo onde avaliou-
se as variaveis concentracdo de enzima e razao molar gordura:etanol utilizada
nas reacdes. O tempo de reacdo avaliado para cada experimento foi de 18 horas
sendo retiradas amostras a cada 1 hora, a fim de verificar a quantidade de &cidos
graxos livres presentes durante o periodo de reacdo, a atividade enzimatica

residual, bem como a quantidade de ésteres formados.

4.3.2 Planejamento Experimental

Foram feitos ensaios preliminares com o objeto de identificar se realmente
haveria um potencial na producéo de ésteres, utilizando como matéria-prima a
gordura residuaria proveniente do flotado da estacao de tratamento de efluentes.
As condi¢des escolhidas para os testes foram razdo molar éleo:alcool (1:4), e a
concentracéo da enzima NS-40116 foi de (0,5%) em 18 horas de reacao.

Com base nos resultados dos testes preliminares, elaborou-se um
planejamento experimental completo com duas variaveis e dois niveis, para
avaliar o efeito das variaveis razdo molar e concentracao de enzima, a partir do
efluente em estudo, foi utilizada a metodologia de Planejamento Experimental
(Tabela 1), buscando otimizar o nimero de ensaios realizados e reconhecer o
comportamento do residuo nas reacfes de transesterificacdo. Os niveis
utilizados nesta etapa da investigacdo partiram da observacdo da literatura
relacionada a esta nova enzima, como os estudos de Santos, 2016 e Dantas,
2017.
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Tabela 1 - Matriz do planejamento experimental.

Ensaio Razao molar Concentracao de
Gordura:Etanol Enzima
1 -1 (1:3) -1 (0,3%)
2 +1 (1:5) -1 (0,3%)
3 -1(1:3) +1 (0,7%)
4 +1 (1:5) +1 (0,7%)
5 0 (1:4) 0 (0,5%)
6 0 (1:4) 0 (0,5%)
7 0 (1:4) 0 (0,5%)

A partir do planejamento experimental foram realizados ensaios para
determinacao de &cidos graxos livres (AGL), atividade da enzimatica e analise
de ésteres. Para tanto, a cada ensaio realizado prepara-se seis meios reacionais
contendo 20 g da matéria-prima (gordura residuéria), enzima NS- 40116 e etanol
92% de acordo com o planejamento. Os erlenmeyers contendo a mistura
reacional foram vedados, afim de manter as condi¢des internas no momento da
agitacao durante o tempo reacional.

Os meios reacionais permaneceram por um periodo total de 18 horas em
agitador orbital a temperatura de 45 °C e agitacédo de 250 rpm, a cada 1 hora um
dos meios foi retirado para analise, sendo submetido a centrifugacdo a 12000
rpm e 10°C por 20 minutos para separacao das fases liquida e solida resultantes
da reacdo, sendo a fase liquida utilizada para a determinacdo dos ésteres e a
fase soélida (enzima liquida precipitada) para a quantificacdo da atividade

enzimatica residual.

4.4 METODOLOGIA ANALITICA
4.4.1 Analise do pH

A analise do pH das amostras de gordura residuaria foi realizada através
do método potenciométrico, segundo Standard Methods (AWWA, 1995).
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4.4.2 Oleos de Graxas

Para determinar a quantidade de 6leos e graxas presente na amostra de
efluente, foi utilizando o método de extracdo em Soxhlet, com solvente o n-
hexano (AWWA, 1995). Utilizou-se 5 gramas de amostra de efluente que foi
pesada em um papel filtro e em seguida empacotado e colocado no cartucho de
extragdo. Previamente, os frascos de extracdo foram secos em estufa por uma
hora a temperatura de 105°C e levados ao dessecador para resfriamento e
posterior pesagem. Os cartuchos com a amostra foram colocados no extrator,
sendo o periodo de extracdo de 3 horas. Apds a extracdo, foi realizada a
recuperacéo do n-hexano, e os frascos contendo a gordura presente na amostra,
foram encaminhados a estufa para secagem (105°C) por 1 hora, e depois para
o dessecador para esfriar por 1 hora e entdo foram pesados, sendo demonstrado
na figura 9. Os valores de 6leos e graxas foram determinados segundo a
Equacédo 1, sendo expressos em %.

(M2-M1)
Va

Oleos e Graxas (%) = x 100 Eq. 1

Onde:
Va= volume da amostra
M1 = massa do frasco vazio seco

M2 = massa do frasco + amostra

Figura 9 - Oleos e graxas extraidos da amostra de efluente
B ] 8

Fonte: O Autor

37



4.4.3 Teor de umidade

Obteve-se o teor de umidade presente no efluente através do método
gravimétrico, que se baseia na quantificacdo da massa, devido a perda de 4gua
por evaporacao, que € determinado por dessecacao direta. Trés cadinhos foram
previamente secos em estufa com temperatura de 105°C por duas horas. Logo
apos os cadinhos foram colocados no dessecador por 2 horas para resfriamento
e em seguida pesados em balanca analitica. Amostras de 10 g da matéria graxa
foram adicionadas nos cadinhos e em seguida pesados e levados a estufa a
105°C, onde permaneceram por 24 horas, ap0s o termino as trés amostras foram
retiradas da estufa, levadas ao dessecador para resfriamento e por fim
novamente pesadas, demonstrado na figura 10. Para a obtencdo da

porcentagem de umidade contida nha matéria graxa foi utilizada a Equacéo 2.

Umidade (%) = ——22 %100 Eq. 2

(M1-M0)

Onde:
Mo = massa do cadinho
M1 = massa do cadinho + massa da amostra

M. = massa da amostra seca

Figura 10 - Cadinhos com amostra de efluente ap6s o procedimento de
andlise de teor de umidade.

o

izo}]te; O Auior

R
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4.4.4 \dentificacdo e quantificacdo de Acidos Graxos Livres (AGL)

A caracterizagdo da gordura residuaria em termos de porcentagem e
identificacdo dos &cidos graxos livres foi obtida por cromatografia gasosa,
realizada em parceria com o laboratorio de 6leos e graxas da Universidade da
Republica — UDELAR de Montevidéu.

4.4.5 Determinacgédo de acidos graxos livres (AGL)

A determinacéo de acidos graxos livres foi realizada nas amostras apos a
reacdo de transesterificacdo e através da técnica de titulacdo de acordo com a
IUPAC 2.201 o AOCS Cd 3d-63 que consiste na determinacdo da acidez do
meio, devido a presenca de acidos graxos livres. Estes acidos sdo capazes de
reagir com a solugéo de hidroxido de potassio, normalmente a acidez titulavel
corresponde ao dobro do percentual do acido presente na amostra. Desta forma
pesou-se uma aliquota de 1,5 g da amostra em um erlenmeyer de 300 ml. Em
seguida, adicionou-se 50 ml de uma solucéo de etanol anidro:éter etilico (v/v),
homogeneizando e a esta, adicionou-se 5 gostas de indicador fenolftaleina 1%
para indicar o ponto de viragem, e titulado com uma solucéo de KOH 0,1N. O

indice de acidez é determinado pela seguinte equacao 3:

56,1V * N
A: KOH KOH Eq3

Mamostra

Onde:

A= indice de acidez (mg KOH/qg)

56,1= equivalente grama do KOH

Vkon = volume de KOH gasto na titulacdo (mL)
Nkon = normalidade do KOH usado na titulacdo

Mamostra = massa de amostra utilizada para titular (em Q).

Para determinar o percentual de conversao do acido graxo, utilizou-se o
resultado da acidez inicial e final (apdés a reacdo), pois esta diretamente
relacionado com o teor em ésteres da mistura. O calculo para conversdo dos

acidos graxos € apresentado na equacao 4:
A _ A *

XAGL (%) = i 100 Eq.4

14
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Onde:
XacL = converséo de acido graxo livre (%).
A = indice de acidez inicial.

A: = indice de acidez final.

A acidez no tempo t € calculada pontualmente, de acordo com a cinética
realizada, ou seja, assim que a amostra foi coletada ja foi devidamente pesada

e titulada evitando a evaporacédo dos componentes.

4.4.6 Atividade enzimatica residual livre - NS-40116

A atividade enzimatica residual foi determinada segundo metodologia
adaptada dos procedimentos descritos por Oliveira et al. 2006. Onde uma
aliquota de 0,10 g do precipitado resultante da centrifugacéo foi adicionada em
um recipiente de vidro juntamente com 10 g de 6leo de soja e 2 % (2 mL) de
agua, este meio permanece sob agitacdo de 250 rpm a uma temperatura de 45
°C, ap6s 30 minutos de reacao, foi entdo adicionado 20 mL de acetona-etanol
(1:1) com finalidade de cessar a reacdo enzimatica. A quantidade de acidos
graxos foi determinada por titulacdo com NaOH 0,05 M. Uma unidade de
atividade é definida como a quantidade de enzima que conduz ao consumo de 1
pumol de &cido por minuto nas condi¢cbes experimentais descritas. A Equacéo 5

sera utilizada para o calculo da atividade da lipase.

(V30=Vp). M. 1000
t. ma

Atividade (U/g) =

Onde:

M= molaridade da solu¢do de NaOH

Vo= volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra no tempo zero

V30 = volume de NaOH gasto na titulacdo da amostra apos 30 minutos de
reacao

ma = massa do precipitado contendo a enzima utilizada na reacao

t =tempo de reagéo (min).

A atividade da enzima foi determinada no inicio e ao final das reacgdes,
objetivando o0 acompanhamento de possiveis altera¢des na atividade da enzima

NS - 40116 quando do seu emprego na reacdo de transesterificacao.
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4.4.7 Determinacgdo dos ésteres etilicos

Para a quantificacdo de ésteres de acidos graxos, as amostras foram
previamente preparadas, transferindo-se 250 mg das mesmas para um bal&do
volumétrico de 10 mL completando o volume até o menisco do mesmo com o
solvente n-heptano. Apds, transferiu-se uma aliquota de 50 uL desta solugéo
para um baldo volumétrico de 1 mL e foi adicionado 50 pyL do padréo interno
heptadecanoato de metila (C17:0) na concentracdo de 5000 mg/L e completou-
se o volume com n-heptano, demonstrado na figura 11. As amostras de cada
experimento foram preparadas em triplicata.

A solucédo foi entdo injetada (1 pL) em cromatdgrafo gasoso (GC)
(Shimadzu 2010), com injetor automatico (Split) e detector de ionizacdo de
chama (FID). Foi utilizado a coluna capilar Rtx-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25
mm) nas condi¢cdes cromatogréaficas descritas pela Norma EN 14103 (2003), do
Comité Europeu para Padronizacdes. A temperatura inicial da coluna foi em
torno de 120 °C permanecendo por 1 minuto, seguido pelo aquecimento de 15
°C/min até 180 °C permanecendo por 2 minutos, e novamente aquecendo 5
°C/min até 250°C permanecendo assim por mais 2 minutos. Ar sintético e
nitrogénio foi utilizado como gas de arraste e a temperatura do injetor e detector
eram 250 °C e a taxa de split de 1:50.

Figura 11 - Amostra de ésteres preparadas para injecdo no cromatografo
gasoso (GC).
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4.4.8 Avaliacao dos parametros do biodiesel segundo normas da ANP

Para avaliar o potencial de comercializagdo da amostra de ésteres etilicos
produzida a partir do residuo de efluente da estacéo de tratamento, analises
foram realizadas através de um laboratorio credenciado e os resultados obtidos
foram comparados com os parametros exigidos pelas conformidades da norma
da ANP.

A partir de uma avaliagdo dos resultados obtidos do planejamento
experimental, foi selecionado o ensaio com a melhor condi¢cdo referente a
producdo de ésteres etilicos, e realizou-se 0 mesmo com o maior numero de
bateladas possiveis a fim de se obter o maior volume de amostra, conforme
representado na figura 12. Esta amostra foi encaminhada para realizar as
seguintes analises; indice de iodo, metais, massa especifica, enxofre,
entupimento, teor de ésteres, indice de acidez, monoglicerol, diglicerol,

triglicerol, glicerol e glicerina total.

Figura 12 - Amostras de ésteres etilicos

F‘

Fonte: O Autor -
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo estdo apresentados e discutidos os resultados obtidos no
desenvolvimento desta pesquisa, referente a caracterizagdo da gordura
residuéria, testes preliminares, determinacdo de acidos graxos livres, atividade
residual da enzima, porcentagem de ésteres produzidos. Também é

apresentado a avaliacdo dos parametros conforme a ANP.
5.1 CARACTERIZA(}AO DA GORDURA RESIDUARIA

A Tabela 2 abaixo apresenta as caracteristicas fisico-quimicas da gordura
residuaria proveniente de processo de tratamento de efluentes de uma indudstria

de biodiesel.

Tabela 2 - Caracterizacao fisico-quimica da gordura residuaria de efluente de
uma industria de biodiesel.

Andlise Quantidade
pH 4,0-55
Oleos e Graxas (%) 59,5
Acidos Graxos Livres (mg KOH/g) 17,3
Umidade (%) 35,3

Através dos resultados apresentados na Tabela 2 pode-se observar que
a quantidade média da umidade presente na amostra foi superior a 30%. Deve-
se destacar que a presenca de certa quantidade de 4gua no material usado como
substrato para a producéo de ésteres por via enzimatica, desempenha um papel
importante, principalmente em reacfes catalisadas por lipases, pois ha
necessidade de se formar uma interface agua/dleo (ANGAJALA; PAVAN;
SUBASHINI, 2016).

A melhor concentracéo de agua para a producéo de biodiesel pode variar
entre as lipases, de forma a contribuir para minimizacao de reacdes de hidrdlise
do substrato e maximizacdo de reacdes de transesterificacdo. Ao utilizar-se
lipases sollveis, hd uma maior quantidade de agua para a metandlise, pois ao
diminuir o contetdo de agua a velocidade da reacao diminui significativamente.
(CESARINI; DIAZ; NIELSEN, 2013).
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No entanto, o excesso de agua em torno da lipase pode envolver a regiao
polar da enzima, reduzindo assim a sua atividade e taxa de reacdo. Segundo
estudos realizados por Rafiei, et al. (2018) utilizando a lipase @ZIF-67, o efeito
da concentracdo da 4gua foi analisado na faixa de 5 a 20 %, o que demostrou
uma maior producdo de biodiesel na concentracéo de 10 % de a4gua. Observa-
se que a concentracdo de agua na amostra de residuo de efluente foi superior
aos 30 %, valor esperado uma vez que esta gordura é proveniente do processo
de flotagdo. Com vista a evitar custos adicionais com pré-tratamentos, néo foi
realizada secagem nos ensaios que seguem.

Foi realizado um teste utilizando esta mesma matéria-prima sem pré-
tratamento para a producao de ésteres através da catdlise quimica, como era
previsto, em funcdo da alta concentracdo de agua, podemos observar que
ocorreu a saponificagdo da amostra. Justificando assim, a escolha pela producao
através da catalise enzimética.

A producéo por catélise quimica sé € possivel neste caso, se a amostra
passar por um pré-tratamento, que consiste em separar o 6leo contido na mesma
através da adicdo de um solvente organico, separacdo de fases através da
centrifugacéo e a evaporacao do solvente. Visto que, a empresa que forneceu o
residuo utiliza a catalise quimica como processo para a producao de biodiesel,
podendo ser mais uma alternativa, pois se trata de um método simples e viavel
onde o residuo produzido passaria por este pré-tratamento e em seguida
retornaria ao processo de producdo. Deixando assim, de ser tratado como um
residuo agregando custos a empresa para seu devido descarte.

Quanto ao pH da gordura residuéaria quando da coleta, ficou na faixa entre
4,0-5,5, sendo assim necessdria a corre¢ao, utilizando NaOH, para que 0 mesmo
ficasse dentro de uma faixa mais favoravel de atuacéo das enzimas, em pH 6,0.
As lipases trabalham em uma faixa ampla de atuacdo. O comportamento desses
biocatalisadores normalmente € estudado em valores de pH proximos a
neutralidade, mas em alguns casos também se trabalha com valores fortemente
acidos (pH 2,0) a fortemente alcalinos (pH 12,0) (FERRAZ, 2010). Vale ressaltar
gue o ajuste do pH foi o Unico pré-tratamento realizado na amostra, sendo que
se optou por faze-lo em funcéo de trabalhos ja publicados utilizando esta enzima
NS - 40116, nos quais a Otima de atuacao foi encontrada na faixa de pH 9, onde
foi constatado um aumento de 23% na atividade (DANTAS, 2017).

44



Rafiei et al (2018) avaliou o efeito do pH em uma faixa entre pH 5-9, os
resultados apresentaram que o efeito ndo mostrou diferencas consideraveis
dentro de uma faixa de atuacéo entre pH 6-7, atingindo a atividade maxima em
pH 7. Estes testes foram comparados com a lipase livre e a encapsulada, sendo
gue a encapsulada apresentou uma maior tolerancia em regidoes alcalinas e
acidas.

A amostra de gordura residuaria analisada apresentou uma concentracao
de &cidos graxos livres de 17,38 pmol/mg. Quanto aos resultados de percentual
de &cidos graxos majoritarios e a concentracado de acidos graxos saturados e
insaturados presentes na gordura residuaria, os mesmos séo apresentados na
Tabela 3.

Tabela 3 - Composicdo percentual de acidos graxos

Acido graxo Concentracao (%)
Acido Laurico (C12:0) 0,58
Acido Tridecanoico (C13:0) 0,42
Acido Miristico (C14:0) 2,97
Acido Pentadecandico (C15:0) 0,31
Acido Palmitico (C16:0) 24,43
Acido Palmitoléico (C16:1) 1,68
Acido Heptadecandico (C17:0) 0,36
Acido Heptadecendico (C17:1) 0,26
Acido Esteéarico (C18:0) 6,40
Acido Oléico (C18:1 Cis) 25,26
Acido Linoleico (C18:2Cis) 31,16
Acido Linolénico (C18:3) 3,70
Acido Eicosendico (C20:1) 0,29
Total 97,83

Fonte: O Autor

Através da Tabela 3 é possivel verificar que hd uma concentragdo maior
de acido graxo insaturado C18:2 Cis (Linoleico) com 31,16 %, em seguida do
C18:1 Cis (Oléico) com 25,26% e C16:0 (Palmitico), sem insaturacfes, com
24,43%, respectivamente. Visto que estes resultados sdo esperados, pois se
trata de um residuo apartir de uma industria, onde se utiliza como matéria-prima
Oleo de soja. Observa-se que a composicdo de acidos graxos presente no

residuo sdo parecidas com as encontradas nesta matéria-prima. Uma maior
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concentracdo de &cidos graxos insaturados confere o estado liquido desta
matéria em temperatura ambiente (LEHNINGER, 2002).

Nos estudos realizados por Katre et al., 2018, onde foi utilizado 6leo de
cozinha residual para otimizac&o da producédo de biodiesel, os mesmos apontam
que o perfil dos acidos graxos determinam a qualidade do biodiesel.

Segundo estudos realizados por Kumar et al., 2016 os 6leos com elevado
teor de acido oléico sdo matéria-prima adequada para a producéo de biodiesel
de boa qualidade. A concentracdo de metil palmitoléico (1,68%) presente na
amostra é vantajosa especialmente no que se diz respeito as propriedades de
baixa temperatura.

Os ésteres de acidos graxos saturados (laurico, palmitico, estearico)
como o0s poli-insaturados (linoleico, linolénico) apresentam algumas
desvantagens, uma delas é a baixa resisténcia a oxidagédo e geralmente menor
namero de cetano. Porém, em contrapartida sdo facilmente degradados,
desaparecendo do meio ambiente em um periodo inferior, sendo vantajoso do
ponto de vista ambiental (KUMAR et al., 2016).

Com base nos resultados apresentados na amostra de gordura residuéaria
da estacao de tratamento de efluentes de industria de alimentos e energia pode-
se verificar um potencial de utilizacdo deste subproduto, como substrato para a
producédo de biodiesel por via enzimatica, o que é interessante do ponto de vista

ambiental.

5.2 TESTES PRELIMINARES

Antes de realizar o planejamento experimental, foram feitos alguns testes
preliminares, com o objetivo de identificar se realmente haveria um potencial na
producdo de ésteres, utilizando como matéria prima a gordura residuéria
proveniente do flotado da estacdo de tratamento de efluentes. As condi¢cdes
escolhidas para os testes preliminares foram razdo molar dleo:alcool (1:4), e a
concentracdo da enzima NS-40116 foi de (0,5%) em 18 horas de reacao. Os
resultados estédo apresentados na Tabela 4, sendo que as analises de atividade
enzimatica e conversao em ésteres foram escolhidas e realizadas em amostras

aleatorias.
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Tabela 4 - Condi¢cbes experimentais - Razao Molar 1:4, enzima (0,5%)

Tempo (h) Acido Graxo Livre (mg KOH/g)
0 28,04
2 31,28
4 24,26
6 26,60
8 34,24
10 56,07
12 56,83
14 57,11
16 57,18
18 28,04
Tempo (h) Atividade Enziméatica (U/g)
10 1,26
18 1,20
Tempo (h) Conversdo em ésteres (%)
2 96,7
10 96,7
18 96,7

Fonte: O Autor

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4, pode-se observar que
h& um potencial na utilizagdo da gordura residuaria como matéria-prima para a
producao de ésteres. Observa-se que com o passar do tempo de reacdo & uma
geracdo maior de acidos graxos livres, desta forma entende-se que isso ocorre,
pois, a amostra deve conter uma quantidade maior de triglicerideos, diglicerideos
e monoglicerideos do que acidos graxos livres. E destaca-se a concentracdo de
ésteres com 96,7%, demonstrando um alto teor de conversao de acidos graxos

livres em ésteres.

5.3 REACOES DE TRANSESTERIFICACAO

A seguir serdo apresentados os resultados referentes as amostras

produzidas pelas condi¢Ges estabelecidas no planejamento.

5.3.1 Determinac&o de Acidos Graxos Livres — AGL

A Tabela 5 apresenta o monitoramento da concentracdo de acidos graxos

livres durante as 12 horas de reacédo nas diferentes condi¢cdes experimentais, 0s
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mesmos mostram a geracao destes acidos sob a acdo da enzima NS-40116 no

decorrer do periodo de reacéo.

Tabela 5 - Concentracéo de acidos graxos livres por tempo de reacao.

Tempos de Amostragem

F,\{A%ZIZ‘; En(g/:) ')“a AGL (umol/mL)

2h 4h 6h 8h 10h 12h
1 13 03 14,8 34,9 29,9 32,4 36,2 35,3
2 15 03 55,5 60,6 56,0 59,9 56,9 53,9
3 13 07 42,0 44,9 42,7 45,9 43,6 41,9
4 15 07 59,0 57,0 57,6 59,3 56,0 50,5
5 L4 05 49,3 52,2 55,2 53,2 52,3 53,2
6 L4 05 55,2 56,0 53,4 435 45,2 54,3
7 L4 05 53,5 48,1 52,3 40,1 46,9 51,3

O ensaio 1 foi conduzido até 18 horas de reagéo, entretanto, verificou-se
gue nao houve variacdo nos resultados obtidos para AGL a partir de 12 horas de
reacdo, o0 mesmo observou-se para a atividade enzimatica residual e
concentracdo de ésteres. Sendo assim optou-se por fixar o tempo de reagao
para os demais ensaios em 12 horas.

Pode-se verificar uma semelhanca no comportamento apresentando uma
menor concentracao de acido graxos no inicio da reacdo, aumentando ao longo
das horas, 0 que indica que a amostra apresenta uma maior concentracdo de
triglicerideos que acabam sendo convertidos em acidos graxos livres no decorrer
da reacdo. O ponto central, realizado em triplicata, apresentou resultados
semelhantes, indicando a confianca na metodologia desenvolvida.

Faccio, 2004 utilizou como substrato 6leo de soja rico em triglicerideos,
portanto com baixa concentracdo de acidos graxos (=1%), nos resultados pode-
se verificar um aumento em AGL quando empregou-se maiores concentracdes
de enzima, comportamento observado no presente estudo.

Quanto a maior relagéo gordura:etanol (1:5) e a utilizacdo de diferentes
concentracdes de enzimas (0,3%) e (0,7%) nos ensaios 2 e 4, observou-se uma
maior conversao de acidos graxos livres a partir de 4 horas de reacdo esse
consumo se mantem até o fim da reacdo (12h). As diferentes concentracdes de

enzima nao foi um fator que teve influéncia direta no consumo de acidos graxos,
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mas sim a relacdo gordura:etanol. A Figura 14 apresenta a cinética de reacdo

para acidos graxos em todos 0s ensaios realizados.

Figura 6 - Cinética de concentracao de acidos graxos livres (AGL) por tempo de
reacao.
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O efeito da concentracao 6leo:alcool e enzima sobre a liberacéo de acidos
graxos para as diferentes condicBes experimentais é verificada nos ensaios 2 e
4 referentes a uma maior concentracdo de alcool em ambos (1:5) e a
concentracdo de enzima diferentes 0,3% e 0,7% respectivamente. Comparando
0s ensaios 2 e 4 (Figura 14), ambos com a mesma razdo gordura:etanol (1:5),
constatou-se que 0s ensaios com diferentes concentracbes de enzima nao
apresentam diferenca nos resultados na liberacdo de AGL neste caso.

As concentracdes de acidos graxos livres por tempo de reacao para todos
0s ensaios indicam que apés 5 horas de reacdo a conversao do substrato
gordura residuaria em AGL cai, 0 que pode demonstrar uma relagdo com o
aumento de ésteres a partir deste periodo, deixando o AGL disponivel para as
reacOes e conversdo em ésteres, nos tempos que seguem, 6 horas em diante.

Os resultados de AGL anteriores as 5 horas de reagao, sédo resultados
das sucessivas e alternadas reacdes de quebra, hora transesterificacdo, hora
esterificacdo, mas que em todo momento levam a producdo de AGL e as

sucessivas conversoes de ésteres etilicos.
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Kleiner et al. 2015, observaram uma grande diminuicdo no teor de AGL
em solucdo a medida que os ésteres etilicos estavam sendo gerados com uma
relacdo direta entre o consumo de AGL e as taxas de producao de ésteres. O
estudo foi direcionado a producao de biodiesel através de dleos acidos residuais
em duas etapas utilizando as formulagées liquidas de enzima livre Callera Trans
L e Lipozyme TL 100L.

5.3.2 Atividade Residual da enzima NS - 40116

Os resultados de atividade enzimatica residual obtidos para as diferentes
condi¢cbes experimentais estdo apresentados na Tabela 6.

Os resultados mostram que a enzima NS-40116 ao longo do tempo
reacional apresenta perda de atividade, sendo que este efeito foi acentuado a

partir das 8 horas.

Tabela 6 - Atividade enziméatica por tempo de reacéo.

TEMPOS DE AMOSTRAGEM

Ensaio Raz3o Enzima Atividade Enzimética Residual (U/g)

Molar (%) 2h 4h 6 h 8h 10h 12h
1 1:3 0,3 8,1 4,0 29 2,7 1,4 1,8
2 1:5 0,3 7,8 2,9 1,9 1,8 1,5 1,6
3 1:3 0,7 5,0 3,0 1,7 1,1 1,0 1,0
4 1:5 0,7 5,4 1,9 1,3 1,2 1,1 0,6
5 1:4 0,5 5,4 34 2,6 1,9 0,8 1,5
6 1:4 0,5 6,2 2,6 1,8 1,7 1,5 1,20
7 1:4 0,5 5,8 3,6 1,8 1,2 1,1 0,9

Através da Figura 15, verifica-se a cinética do comportamento da enzima
ao longo do tempo, deve se observar uma atividade maxima de 8,1 U/g no ensaio

1, correspondente a 2 horas de reagéo.
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Figura 7 - Cinética de atividade enzimética residual por tempo de reacao.
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Verificou-se que a atividade enzimatica decai ao longo do tempo em todos
0s ensaios. Esta caracteristica normalmente é observada neste tipo de reacdo
pois com o passar do tempo a enzima tende a perder atividade pelo desempenho
que exerce.

Segundo estudos realizados por Rafiei et al., 2018 a relacdo 6leo:alcool é
de grande importancia devido aos efeitos negativos que o excesso de alcool
pode proporcionar sobre a atividade da lipase. Os resultados demonstraram que
a conversdo mais elevada foi obtida com a raz&o molar 6leo:metanol 6:1, com o
aumento da razdo molar a conversao diminui drasticamente, devido a inativacao
da enzima.

A qualidade da matéria-prima pode interferir na qualidade do produto,
sendo assim, os 0leos residuais que contenham alto teor de &cidos graxos livres,
podem implicar em interferéncias na atividade enzimética, além destes, outros
componentes ou possiveis impurezas, como os fosfolipideos, um componente
comum encontrado em diversos 0leos vegetais e residuais, tem sido citado como
inibidor da atividade de lipases (RABU et al., 2013).
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5.3.3 Determinacédo de ésteres etilicos

Os resultados de conversdo em ésteres etilicos para as diferentes
condic¢des experimentais no decorrer de 12 horas de reacgédo estao apresentados

na Tabela 7 a seguir:

Tabela 7 - Porcentagem de ésteres produzidos por tempo de reacgéo.

Tempos de Amostragem

. . 5 & 0
Razdo Enzima Conversédo em ésteres (%)

Ensaio  violar (o) 2h ah 6h 8h 0n 2n
1 13 03 71,2 77,0 78,7 74,5 74,5 73,6
2 15 03 72,0 68,7 67,2 81,2 81,5 76,5
3 13 07 74,6 78,6 77,0 741 715 62,5
4 15 07 75,0 71,5 711 80,3 79,9 74,0
5 14 05 74,0 75,5 73,3 69,8 79,8 75,8
6 14 05 76,6 77,9 77,3 87,9 76,9 84,5

Verificou-se as maiores conversdes de ésteres 87,9% na condicdo de
concentracdo de enzima (0,5%) e a razdo gordura:etanol (1:4) no tempo
reacional de 8 horas, que correspondem ao Ensaio 6. De uma forma geral, pode-
se afirmar que os valores de teor de ésteres ndo obtiveram uma grande variagao.
Isso significa que o catalisador utilizado € bastante robusto e consequentemente
capaz de tolerar até mesmo grandes variacdes em diferentes condi¢des
operacionais, apresentando bons resultados em praticamente quase todas as
condi¢bes em que o mesmo foi empregado.

Através dos resultados é possivel observar que a variagcdo na
concentracédo da enzima utilizada n&o apresentou uma diferenca expressiva na
conversao dos acidos graxos, bem como dos ésteres. Sendo que a enzima é um
dos principais limitantes no processo, em relacdo a se utilizar altas
concentragcbes, contribuindo assim para o aumento no custo. Porém em
pequenas quantidades torna-se um método competitivo com 0s convencionais

como a catalise quimica (CESARINI et al., 2014).
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Levando-se em consideracao o fato de que as novas formulacdes de
enzima livre apresentam um custo inferior as enzimas convencionais
imobilizadas, isto contribui consideravelmente na reducdo de seu custo. Outra
vantagem é a possibilidade de empregar matérias primas de menor qualidade,
reduzindo ainda mais o seu custo final (CESARINI et al., 2014; NOVOZYMES,

2014). A cinética de converséo dos ésteres etilicos € observada na Figura 16.

Figura 8 - Cinética de producéo de ésteres etilicos por tempo de reacéo.
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Analisando a figura acima em relacdo a concentracdo de enzima €
possivel identificar que os resultados obtidos néo tiveram uma grande diferenca.
As conversdes de ésteres foram expressivas, 0 que nao nos levou a um novo
planejamento para otimizacdo das variaveis, mas as analises de qualidade dos
ésteres produzidos, comparando os resultados com os limites exigidos pela
ANP.

Santos, 2016 realizou testes utilizando 6leo de macauba como matéria-
prima e a enzima NS-40116 como catalisador para a producgao de biodiesel. Os
resultados referentes a valores de producédo de ésteres produzidos variaram
entre as condicdes nele testadas (40°C, razao molar oleo:éalcool de 1:4, 0,65%
do composto enzimético e 1,0% de agua adicionada), sendo o maior valor
atingido (84,78%).
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Cesarini et al. 2013 encontraram bons resultados para a producao de
FAMEs a partir de Oleo de soja ndo degomado em praticamente todas as
condi¢cBes analisadas. Apos 24 h de reacao, obtiveram resultados proximos a
90% de teor de ésteres, eles utilizaram como catalizador a enzima livre Callera
Trans L, a qual possui caracteristicas semelhantes a usada neste trabalho.

Yan et al., 2015 realizaram estudos onde foram aplicadas diversas razdes
molares (1:1 até 1:4), os melhores resultados de conversao foram alcancados
em ensaio com razdo molar 1:2 obtendo-se uma conversdo de ésteres de
aproximadamente 97,3% em 32 horas. J4 nos demais ensaios apresentaram
baixas conversdes, que de acordo com o autor eram esperadas, pois a elevada
concentracdo de alcool no meio provoca a inativacéao ou inibicdo da enzima.

Por se tratar de um residuo, podemos considerar que os valores obtidos
(87,9%), sao de grande relevancia, comparados aos resultados relatados nos

estudos.

5.4 AVALIACAO DOS PARAMETROS SEGUNDO NORMAS DA AGENCIA
NACIONAL DE PETROLEO - ANP

A fim de identificar se as amostras de ésteres produzidas, possui potencial
de comercializagéo, satisfazendo assim as conformidades exigida pela ANP,
foram realizadas algumas andlises como; indice de iodo, metais, massa
especifica, enxofre, entupimento, teor de ésteres, indice de acidez, monoglicerol,
diglicerol, triglicerol, glicerol e glicerina total. Os resultados estdo apresentados

na tabela 8.
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Tabela 8 — Comparacéo dos resultados das andlises obtidos com os parametros
exigidos pela Agéncia Nacional do Petroleo.

Andlises Unidade Resultados ANP
Monoacilglicerol % massa 0,023 0,7 max
Diacilglicerol % massa 0,291 0,20 max
Triacilglicerol % massa 0,055 0,20 max
Glicerol livre % massa 0,000 0,02 méax
Glicerol Total % massa 0,054 0,25 max
indice de iodo 9/100g 82,16
Ca mg/kg 0,504 5 max
Mg mg/kg 0,117 5 méax
P ma/kg 1,397 5 max
Na mg/kg 0 5 max
K mg/kg 0 10 max
Massa especificaa 20° C kg/m3 875,0 850 a 900
Enxofre total mg/kg 65,39 10 méax
Ponto de entupimento de °C +4°C 14°C méx
filtro a frio
Indice de acidez mg KOH/g 0,074 0,50 max
Teor de éster %mm 94,6 96,5 min

Através dos resultados apresentados na tabela 8 podemos observar que
quase todos os parametros avaliados, com excecdo do teor de enxofre,
diacilglicerol e o teor de éster encontram-se dentro dos limites de conformidades
exigidas pela ANP.

Fora dos padrdes encontra-se o teor de enxofre total com 65,39 mg/kg
sendo que a norma exige no maximo 10 mg/kg. Como os 6leos vegetais e as
gorduras animais nado possuem enxofre, o biodiesel deveria ser isento desse
elemento. Pois os produtos derivados do enxofre sdo danosos ao meio ambiente,
tanto ao motor quanto seus pertences. O enxofre normalmente é encontrado no
diesel mineral (PARENTE, 2003).

O indice de acidez é extremamente importante, principalmente na
armazenagem do biodiesel, pois a mudanca de valores neste periodo pode
significar a presenca de &gua, seu controle evita a corrosdo nos motores
(MARTINS et al., 2015). A amostra de ésteres etilicos avaliada apresentou um
nivel de acidez bem baixo (0,074 mg KOH/Q).

A analise do ponto de entupimento de filtro a frio também é uma das
analises mais indicadas para avaliar a qualidade do biodiesel produzido. Em
baixas temperaturas o biodiesel tende a solidificar parcialmente ou perder a sua

fluidez, ocasionando problemas na partida do motor. Esta analise indica a
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temperatura em que o combustivel perde a filtrabilidade quando resfriado
(ZANETTI, 2012).

O valor obtido +4°C atende o estabelecido na ANP, isso indica que o
biodiesel ira funcionar bem em regides de baixa temperatura, como é o caso da
nossa regiao, no inverno.

O indice de iodo encontrado, também atende o estabelecido na norma
europeia, que determina valor maximo de 120 (g/100g), sendo que o valor
encontrado nesta investigacao 82,16 g/100g, fica dentro da faixa determinada. A
legislacdo brasileira ndo determina padrao para esta analise, mas sim, sugere
tomar nota.

Segundo Gomes, (2010) o indice de iodo acima de 135 levam a producao
de um biodiesel inaceitavel para fins carburantes, devido a tendéncia a formar
depdsitos de carbono.

O valor de massa especifica determinado para o residuo da estacdo de
tratamento (875,0 kg/m3), encontra-se dentro do valor padrdo determinado pela
norma (850 a 900 kg/ms3).

Segundo Folquenin, 2008 a massa especifica do biodiesel apresenta
valores ligeiramente superiores a do 0Oleo diesel convencional, o que exerce
efeito direto sobre o desempenho do motor. Essa propriedade fluidodinamica
sempre deve ser avaliada para garantir o bom funcionamento de motores diesel.

A presenca de Monoglicerideos, Diglicerideos e Triglicerideos fora dos
valores especificados causam problemas de entupimento nos filtros de
combustiveis. Além disso, a determinacdo do teor de ésteres presentes €
imprescindivel, uma vez que os mesmos sdo 0S componentes principais do
biodiesel (MITTELBACH, 1996).

Os valores encontrados de Monoglicerideos e Triglicerideos estdo dentro
dos parédmetros exigidos pela norma, ja na concentracdo de teor de éster
encontra-se abaixo com 94,6% e o teor de diacilglicerol encontra-se a cima do
recomendado com 0,291%.

O controle de qualidade do biodiesel limita as concentracées maximas de
Na, K, Ca, Mg e P, de acordo com a legislag&o brasileira, para que o excesso
desses contaminantes, oriundos do processo de producgéo do biodiesel ou da
propria matéria-prima, como o P, ndo venham prejudicar de alguma forma o

desempenho do combustivel e do motor (LOBO et al., 2009).
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Ja os resultados obtidos nas analises realizadas de Na, K, Ca, Mg e P

todos encontram-se dentro dos padrdes exigidos.
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CONCLUSAO

A seguir serdo apresentadas conclusdes em relacdo a producéo
enzimatica de ésteres etilicos utilizando como substrato a gordura residuéria
proveniente de processo de flotacdo do efluente de uma industria de alimentos
e energia utilizando a enzima livre Novozymes NS-40116.

Referente as caracteristicas dessa matéria-prima observaram-se que o
elevado teor de 4gua e o baixo pH podem inviabilizar as possiveis reacdes de
producédo de éster pelos métodos convencionais de catalise quimica, justificando
0 uso de técnicas como a catalise enzimatica.

Ao se utilizar um catalisador enzimatico, se tem uma maior facilidade na
recuperagdo do glicerol produzido, comparado aos processos de catalise
quimica, além disso sua qualidade é superior. A producdo de residuos e
efluentes quimicos também é reduzido significativamente nos processos
enzimaticos, colaborando a relevancia ambiental e de conservacdo a nivel de
processo produtivo que envolve este estudo.

De uma forma geral, podemos afirmar que os valores de teor de ésteres
encontrados em todos 0s ensaios ndao obtiveram uma grande variagdo, 0 que
significa que as variaveis de planejamento de experimentos podem ser melhor
exploradas, a fim de possibilitar a investigagcado dos parametros que influenciam
este processo.

Ao comparar os resultados obtidos para as andlises de qualidade de
biodiesel, podemos concluir que todos os parametros avaliados, com excecao
do teor de enxofre, encontram-se dentro dos limites de conformidades exigidas
pela ANP. Com esses resultados foi possivel verificar o potencial de uso da
gordura residuaria na producdo de ésteres etilicos por transesterificacao
enzimatica utilizando a enzima Novozymes NS-40116, que apresenta um custo
inferior se comparado com as outras formula¢des enziméticas encontradas no
mercado, competindo economicamente com 0s processos de catalise quimica.

Vale ressaltar a importancia de utilizarmos um residuo como matéria-
prima para a producdo de biodiesel, trazendo inUmeras vantagens soécio-
econdbmicas e ambientais. Este residuo proporcionaria impacto ambiental e custo
de tratamento para a industria geradora, desta forma podemos converte-lo em

energia e lucratividade para a empresa.
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