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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial do extrato bruto de Aspergillus sp no processo
de transesterificacdo do 6leo de coco babagu. O coco babagu foi obtido na cidade de Coelho
Neto no Estado do Maranhdo. O 6leo foi extraido com o auxilio de uma prensa hidraulica
(prensagem descontinua). O 6leo foi devidamente caracterizado. Para a obtengdo do extrato
bruto enziméatico contendo lipase, o fungo Aspergillus sp, isolado a partir do efluente de uma
Indtstria de Laticinio, foi inoculado (10 esporos.mL!) em farelo de casca de banana,
suplementado com 6leo de soja residual (1%) em fermentagao no estado solido, durante 120h.
A determinacao da atividade lipolitica foi realizada por titulagdo, segundo Pastore et al. (2003).
Para a producao do biodiesel foi realizada a esterificacao do acido ol€ico e a transesterificagdo
do o6leo de babagu via catalise enzimatica. As reagdes foram realizadas em erlenmeyers de 125 ml
contendo o dleo de babagu (5,0 g, 5,4 mL) e extrato enzimatico (ImL) e foram mantidas em agitador
orbital (Tecnal) a temperatura ambiente €130 rpm. Apds os periodos de 0,1,2 e 3 horas foi adicionado o
etanol (15,0 mL) a cada uma das amostras do experimento realizado em quadruplicata. A
caracterizacao da analise do produto gerado foi avaliada por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR). O 6leo de babagu apresentou parametros dentro do padrao
de qualidade estabelecido de acordo com os parametros indicados pela Resolu¢ao da Diretoria
Colegiada - RDC n° 270 de 22/09/2005 da ANVISA. O fungo produziu extrato bruto contendo
170 U.mL™! de lipase e 4,75 de pH. O produto gerado pela acdo da lipase indicando que ndo
houve a conversao do 6leo, sendo constituido basicamente de etanol.

PALAVRAS-CHAVE: Extrato Bruto Enzimatico. Enzimas. Biodiesel. Transesterificagao.
Babacu.



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the potential of the raw extract of Aspergillus sp in
the process of transesterification of babassu coconut oil. The babassu coconut was obtained in
the city of Coelho Neto in the interior of the State of Maranhdo. The oil was extracted with the
help of a hydraulic press (discontinuous pressing). The oil was duly characterized. To obtain
the crude extract containing lipase, the fungus Aspergillus sp, isolated from the effluent of a
Dairy Industry, was inoculated (108 spores.mL-1) in banana peel bran, supplemented with
residual soybean oil (1%) in fermentation in solid state, during 120h. The determination of
lipolytic activity was performed by titration, according to Pastore et al. (2003). For the
production of biodiesel, the esterification of oleic acid and the transesterification of babassu oil
via enzymatic catalysis were performed. Reactions were performed in 125-ml Erlenmeyers
containing babassu oil (5.0 g, 5.4 mL) and enzymatic extract (1 mL) and were maintained in an
orbital agitator (Tecnal) at room temperature and 130 rpm. After the periods of 0.1.2 and 3
hours, ethanol (15.0 mL) was added to each of the samples in the quadruplicate experiment.
The quality of the product generated was evaluated by infrared spectroscopy with Fourier
transform (FTIR). The babassu oil presented parameters within the quality standard established
in accordance with the parameters indicated by the Resolution of the Collegiate Board of
Directors - RDC n° 270 0£22/09/2005 of ANVISA. The fungus produced raw extract containing
170 U.mL-1 of lipase and 4.75 of pH. The product generated by the action of lipase indicating

that there was no oil conversion, being basically ethanol.

KEYWORDS: Enzymatic Raw Extract. Enzymes. Biodiesel. Transesterification. Babagu...



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

atm Atmosfera

ANP Agéncia Nacional do Petroleo, Géas Natural e Biocombustiveis
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

AOCS Sociedade Americana dos Quimicos de Oleo

ASTM American Society for Testing Materials

ATR Reflectancia Total Atenuada

BOD Biochemical Oxygen Demand

CDSA Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido
CEN Comité Europeu de Normalizagao

EC Enzyme Commission Numbers

EN Norma Europeia

FES Fermentacao em Estado Solido

FTIR Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier
g Grama

h Hora

IUBMB International Union of Biochemistry and Molecular Biology
KOH Hidréxido de potassio

Kpa Quilopascal

LAT Laticinio

m Massa

M Mol

meq Miliequivalentes

mg Miligrama

mi Massa inicial

mL Mililitro

mM Milimolar

mmol Milimol

NaOH Hidréxido de sodio

NBR Norma Brasileira

PB Paraiba

PI Periodo de Inducao

PNPSB Plano Nacional de Promoc¢ao das Cadeias de Produtos da
Sociobiodiversidade

pH Potencial Hidrogenionico

rpm Rotacao Por Minuto

SMAOFD Standard methods for the analysis of oils, fats and derivatives
sp Espécie Indeterminada

T Temperatura

t Tempo

Usu. Umidade em Base Umida

U Unidade de Atividade Enzimatica

UFCG Universidade Federal de Campina Grande

Y Numeros de onda de alongamento de ligacdo



SUMARIO

1 INTRODUGAO . .....oueeerrerererereresesssesesessssesessssesesessssssessssasesesssssessssssssesssssssesssssssessass 11
2 OBJETIVOS .iiiiitttinintteiinnnteiscnnstissssssesssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssessssssassses 13
2.1 OBJETIVOS GERAL ....ooiiiiiiiiie ettt 13
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....otuuiiiiriimiieieiissiee i 13
3 REFERENCIAL TEORICO ......uuoveeerereseresesessesesesssssssessssssssssssssessesssssssesssessssesssasses 14
3.1 CARACTERISTICAS DO BABACU (Aftalea SpecioSa) ............ccceeeeeeeecuvueeeeeeeeennaannns 14
3.2 USO DE OLEOS VEGETAIS COMO BIOCOMBUSTIVEIS ......ccooviiiirriiinieeinnn. 17
3.3 BIODIESEL......oiiiiiiiie et ettt e e e ee s 18
3.4 ESPECIFICACOES DO BIODIESEL.........cooooviiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 20
3.5 PROCESSO DE PRODUCAO DO BIODIESEL.........ccccooiiiieeeeeeeeeeeeeeeerenenenan, 22
3.6 TRANSESTERIFICACAO ......cocoouieiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24
3.6.1 Fatores de influenciam na reacao de transesterificacao ........ccccrvevnnreecssscccninennnneenns 24
R TR OF: 1721 TS 174111110 (1 R 28
3.6.3 Transestrificacao eNZIMALICA .....ceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 32
3.7 FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE LIPASES.......ccooiiiiiiiiiieeeee, 34
4 MATERIAL E METODOS ......eouevereenerereseresessssesesessssessssssessssssssssssssessssssssessssssessssssses 36
4.1 EXTRACAO DO OLEO DE BABAGU. ........coooviiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 36
4.2 CARACTERIZACAO DO OLEO DE BABACU.......cocooviviieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeens 37
4.2.1 IDNAICIE A H0A0.u.cuucuueuncrneencrcenrencrenasenenssessensessessesssessessssssessesssessessssssensesssansessssass 37
4.2.2 INAICIE A€ ACHALZ cuvveveerceeenserncenrencnneenenensesscasessenesssesessssssessesssessessssssensesssessessssass 38
T30 200 TR o ¢ 13, [ 3 38
4.2.4 SAPONIICACAD ccuueeeeeeereeeeeeeeereeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 39
4.2.5 ViSCOSIAAME .uuueeereiiiiiiinnnnnneiiiieiiiiiinnnnnetieeccissssssssasteeeessssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssns 40
4.2.0 PetrOOXY .cceeerrrneernssssnernnssssnneesssssnneeesssssneessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssasases 41
4.2.7 RANCIMAL....uuuueeeeeiiiiiiiiiiinneetitiiciiisisssnseteeecsssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 42
4.3 MICRO-ORGANISMOS ...ttt et e e et e e e e e e 43
4.3.1 Reativacio dO MiCrorgaANISIO...cccvvvrureerereeiisssssssnneereeecccssssssssssseesessssssssssssssssssssssssnns 44
4.3.2 Preparo do INOCUIO .....ceevueeeeeiiiineeeeiiinneennsssneeessssnneescssssneessssssseesssssssessssssssesssssssseses 44
4.4 PRODUCAO DE LIPASES ......coiiiiiimiiiiiiinieieieinieies st 45
4.4.1 Preparo do SUDSIIato ... eeeeeiiiiieeeenisnneeencissneeesissnneescssssneessssssseesssssssessssssssesssssssseses 45
4.4.2 Fermentacio em estado s0lido (FES).......cccuuuiiiiiiiiiiiisssnnnneiicccssssssnnnneeecccssssnnns 45
4.4.3 EXtracio das €NZIIMAS .........ceeeeiiieeeenneesseeccrressansessssoscsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssss 46

4.4.4 Determinacao do teor de UMIdade.......ccccerreeeenneeiieecenieennnnecssseccessessassecssssecessssssssssnes 46



4.4.5 Determinacao d0 PH ....uueeeeeeeiiiiiiiiiiinnnneiiiiicississssnneniisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 47

4.4.6 Determinacao da atividade eNnZIMALICA......ceeveeeeeeeeereeseeeeessseeessssssssssssssssssssssssssssssssses 47
4.5 PRODUCAO DE BIODIESEL........cocooiuiiiieiiieeeeeeeteieeeeeee e 48
4.5.1 Separacao do biodiesel do COProduto .........ccoocvuueeeeriicciisisssrsnnnerisecsssssssnnsersesssssssenns 48
4.5.2 Determinacao de parametros de qualidade do biodiesel ...........ccoevuerieiivnericsicnnne 49
5 RESULTADOS E DISCURSOES .......cceceueeereeeeenereresssssesesssssssssesssssssessssssssssssssesssssens 49
6 CONCLUSOES .....cuuiinininisininsissississississessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssess 55

REFERENCIAS ....uutiiitiinttinntienitiiissiesssneessssessssssesssssesssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssses 56




11

1 INTRODUCAO

A maior parte de toda a energia consumida no mundo ¢ proveniente do carvao, do gas
mineral e do petréleo, combustiveis fosseis que correspondem a cerca de 80% do consumo
energético global. O uso constante desses combustiveis ocasiona a liberacdo na atmosfera de
fuligem, material particulado de carbono e gases toxicos tais como o mondxido de carbono,
6xido de enxofre e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (LIMA, 2005). Além da queima dos
combustiveis fosseis produzir gases diretamente ligados ao efeito estufa, o esgotamento das
fontes de energia fossil, tem ocasionado a crise mundial do petroleo, e por isso, paises
industrializados tém sido pressionados e motivados a buscar por fontes alternativas e “limpas”
de energia, como por exemplo o biodiesel, biocombustivel produzidos a partir da reagdo entre
6leos vegetais/gordura animal com é4lcoois (metanol e etanol), assumindo assim na conveng¢ao
de Kyoto de 1997 metas para redu¢do de emissdo de gases na atmosfera (PARENTE, 2003).
No final do século XIX foram iniciados os estudos de produgdo de biodiesel e desde entdo,
diversas pesquisas tem sido realizadas com o objetivo de criacdo de melhores alternativas do
uso dos oOleos vegetais em motores do ciclo diesel, dentre as quais pode-se destacar:
microemulsdo com metanol ou etanol, craqueamento catalitico e reagdo de transesterificagao
com alcoois de cadeia pequena (LIMA et al., 2007), sendo que a ultima, atraia a atengdo por
constituir um processo relativamente simples e pelo fato do produto obtido (biodiesel) possui
propriedades muito similares as do petrodiesel (GARDNER et al., 2004).

O biodiesel € uma alternativa promissora aos combustiveis fosseis, capaz de contribuir
para a diminui¢do na emissao de CO», SOx e hidrocarboneto aromatico durante o processo de
combustdo (ABREU et al., 2004). O uso de biodiesel como combustivel vem crescendo
aceleradamente no mundo inteiro, pois a cadeia de produgdo deste tem um potencial promissor
em varios setores, tais como social, ambiental e tecnoldgico (SRISVASTAVA et al., 2000).

No contexto global, diversos paises como Alemanha, Franga, Brasil, Argentina, Estados
Unidos, Italia e Malasia ja possuem uma produgdo e comercializagdo do biodiesel, bem como
politicas para o desenvolvimento de biodiesel, em escala industrial. Sendo a Alemanha o maior
produtor e consumidor mundial de biodiesel a partir do 6leo de colza (SANTOS, 2008).

O Brasil por sua vez, vem buscando o desenvolvimento sustentavel de combustiveis
alternativos que possam ser utilizados em substituicdo ao diesel de petrdleo, por meio da
exploragdo de sua grande biodiversidade vegetal. Dentre as diversas espécies nativas de
oleaginosas para a producado, pode-se destacar o babacu (Orbignya martiniana), que vem sendo

amplamente explorada devido a sua alta producdo principalmente nos estados do Para,
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Tocantins, Piaui e Maranhdo, sendo este ultimo responsavel por cerca de 80% da produgao
nacional que gira em torno de 60 mil toneladas por ano segundo dados de 2004 obtidos pelo

SINDOLEO.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

Avaliar o potencial de produc¢ao de biodiesel a partir do éleo de coco babagu, utilizando

lipases do fungo Aspergillus sp, isolado de efluente de laticinio.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir extrato bruto de Aspergillus sp. contendo lipase por fermentacao
semissolida;

e Obter e caracterizar o 6leo de babagu;

e Realizar a transesterificagdo do 6leo de babacu utilizando a lipase de Aspergillus
sp. como catalizador enzimatico;

e (aracterizar o produto gerado via enzimatica
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3 REFERENCIAL TEORICO.

3.1 CARACTERISTICAS DO BABACU (4ttalea speciosa)

A palmeira do babagu (Attalea speciosa) ¢ uma planta nativa das regides Norte e
Nordeste e areas de cerrado com ocorréncia nos estados do Maranhdo, Tocantins ¢ Piaui na
regido conhecida como Mata dos Cocais (formada pelos biomas: Cerrado, Caatinga e
Amazonia). (LEITMAN, et al., 2012) Além de sua predominancia nesses trés estados, o babacu
pode ser encontrado em regides do Amazonas, Para, Bahia e Ceara. Os babaguais ocupam uma
4rea cerca de 196 mil Km? ao longo do territorio brasileiro, sendo o Maranhdo o principal
produtor de améndoas de babacu e, responsavel por mais de 90% da producao nacional. A
arvore pode chegar 10 a 30 metros de altura, com cada palmeira podendo apresentar de trés a
cinco cachos que produzem entre 300 e 500 cocos (SOUZA, 2017a).

Segundo CARAZZA (2012), de acordo com o censo agropecudrio, a améndoa do
babacu esta em segundo lugar como o produto florestal ndo madeireiro mais comercializado no
Brasil, produzindo entorno de 120 mil toneladas anuais. A venda dessa producdo chega a
ultrapassar a producao do acai (que ¢ o produto ndo madeireiro mais vendido no pais) em
valores comerciais, alcangando quase R$ 150 milhdes. A area de abrangéncia da palmeira
babacu (13 a 18 milhdes de hectares em 279 municipios, situados em 11 Estados), bem como
as diversas potencialidades e atividades econdmicas que podem ser desenvolvidas a partir dessa
planta demonstram a importancia para as familias que dela sobrevivem, e trazem a tona a
relevancia da forte mobilizagdo politico-social em prol do acesso livre aos babaguais. Essas
caracteristicas favoreceram a estruturagdo de uma estratégia nacional com foco no
fortalecimento da cadeia produtiva do coco babagu, entre o Plano Nacional de Promogao das
Cadeias de Produtos da Sociobiodiversidade (PNPSB), que visa a solugdo dos gargalos da
cadeia produtiva, para o fortalecimento e consolidagao. (PLANAFE/MMA,2017)

O coco babagu mede aproximadamente de 8 a 15 cm de comprimento, ¢ composto
fisicamente por uma parte externa fibrosa (epicarpo), uma parte intermediaria fibrosa-amilacea
(mesocarpo) e, uma parte interna lenhosa (endocarpo), onde estdo inseridas as améndoas

conforme descrita e ilustrada na Figura. 1
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Figura 1 - Tamanho e estrutura média de frutos do babacu.

Corte Transversal

% POR MASSA 2

58,0 - Endocarpo
7,0 = Améndoa &0 mm

23,0 - Mesocarpo

12,0 - Epicarpo

Corte Longitudinal

Fonte: (MAY, 1990)

O coco babagu tem formato elipsoidal, mais ou menos cilindrico, com massa variando
entre 40 a 400g com média de 3 a 4 améndoas, sendo que em alguns casos pode ser encontrado
um numero maior de améndoas (Junior, 2003). O babacu ainda ¢ considerado uma das plantas
mais ricas em Oleo vegetal, sendo este extraido diretamente das amendoas. O 6leo de babacu,
assim como todos os 6leos vegetais, ¢ constituido majoritariamente da condensagdo entre o
glicerol e acidos graxos que formam ésteres, os triacilglicerois. Os acidos graxos naturais
encontrados com maior frequéncia sdo conhecidos pelos seus nomes comuns, como o acido
butirico, céaprico, laurico, miristico, palmitico, estearico e araquidico entre os saturados, € os
acidos oleico, linoleico, linolénico e araquidonico entre os insaturados (MORETTO e FETT,
1998; BOBBIO e BOBBIO, 2001). No 6leo de babacu, o acido laurico (C 12:0) ¢ predominante,
0 que parece facilitar a reacdo de transesterificacdao, pois os acidos lauricos possuem cadeias
carbdnicas curtas que permitem uma interacdo mais efetiva com o agente transesterificante, de
modo que se obtém um produto com excelentes caracteristicas fisico-quimicas inclusive quando
na transesterificag¢do ¢ utilizado um catalisador ¢ heterogéneo (LIMA et al., 2007).

As gorduras lauricas, como as existentes no 6leo de babagu, sdo de grande importancia
no setor industrial, visto que apresentam resisténcia a oxidagdo ndo enzimatica e ao contrario
de outras gorduras saturadas, possuem temperatura de fusdo baixa e bem definida (Robinson,
1991). De acordo com Machado et al (2006), atualmente gorduras lduricas sdo muito utilizadas
na industria de cosméticos, mas por causa de suas propriedades fisicas e de resisténcia a
oxidacdo, sdo ainda muito empregadas na preparacdo de gorduras especiais para confeitaria,
sorvetes, margarinas e substituintes de manteiga de cacau (Haumann, 1992; Lawson, 1995;
Soares & Franco, 1990). A Tabela 1 demonstra o alto teor de acido laurico do coco babagu

(Bezerra,1999)
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Tabela 1 - Composi¢cdo em acidos graxos e indice de iodo do 6leo de coco babagu de acordo

com diferentes autores.

Acido graxo (%) MARTIN & GUICHARD WHITE(1992) ROSSEL(1993)
1979)
Caproico nd 0,4 nd
Caprilico nd 5,3 5,5
Caprico nd 5,9 5,5
Laurico 44-47 442 43
Miristico 15-18 15,8 16
Palmitico 6-9 8,6 9
Estearico 3-5 2,9 3,5
Oléico 12-16 15,1 15
Linoléico 1-2 1,7 2,6

Fonte: Bezerra (1999). nd = ndo determinado

Na extracdo do 6leo do coco babagu utiliza-se inicialmente a prensagem para reduzir o
teor de 6leo na torta a cerca de 12% a 15%, nas prensas mais modernas. O que sobra ¢ extraido
por solvente (Tandy, 1991; Wan, 1991). Na extracdo por solvente, os equipamentos mais
modernos chegam a extrair até 98% do 6leo, deixando um teor de 6leo residual inferior a 1%
no farelo e pode, em alguns casos, chegar a 0,5% (MACHADO, 2006).

No Brasil, ndo hd um 6rgao responsavel pela regulamentagao do padrao de qualidade de
0leos e gorduras destinados a produgao de biodiesel. Contudo, para isso adotam-se normas de
alguns 6rgaos internacionais tais como: da ISO, do SMAOFD, do AOCS e da ABNT. Ainda se
verifica que o 6leo de babagu tem o uso quase que exclusivo para a producao de materiais de
higiene e limpeza. E a utilizagdo no setor alimenticio, principalmente para a produgao de
margarina, aparece como secundario. No entanto, had um interesse no desenvolvimento de novos
mercados e alternativas para uso do 6leo de babagu.

Informagdes da literatura sobre a viabilidade econdmica para a produg@o de energia a
partir dos recursos da biomassa disponiveis no Brasil apontam o babagu como uma possivel
fonte sustentdvel de biomassa para a geracdo de biocombustiveis (TEIXEIRA, 2005;
TEIXEIRA, e CARVALHO, 2007).

Conforme dados da ANVISA o 6leo de babagu apresenta propriedades fisico-quimicas

de grande interesse para o mercado de energias renovaveis (Tabela 2).
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Tabela 2 - Propriedades fisico-quimicas do 6leo de babagu.

PROPRIEDADES LIMITES
Indice de refraciio 1,448 - 1,451
Densidade relativa, 40°C / 25°C 0,911-0,914
Indice de iodo (wijs) 10-18
Matéria insaponificavel g / 100g Maximo 1,2%
Acidez/ g de acido oleico / 100g 0.3% (0leo clarificado) 5,0% (6leo bruto)
Indice de peréxido, meq/kg Maximo de 10

Fonte: (OLEAMA, 2007)

3.2 USO DE OLEOS VEGETAIS COMO BIOCOMBUSTIVEIS

Cerca de 25 anos apos a descoberta do petroleo, em 1895 Rudolf Diesel criava o motor
de ignicdo por compressdo, que mais tarde foi denominado, em sua homenagem, como motor
diesel. No decorrer da Exposicdo Mundial de Paris, em 1800, um motor diesel foi apresentado
ao publico funcionando com 6leo de amendoim. (PARENTE, 2003). Contudo, devido a sua
abundancia e baixo pre¢o na €poca, o petrdleo foi eleito como fonte de energia. A utilizagdo de
Oleos vegetais como combustivel passou entdo a ser restrito a situacdes de emergéncia, como
durante as 1* e 2% Guerras Mundiais. (MA ¢ HANNA, 1999).

Estudos efetuados com diversos oleos vegetais mostraram que a sua combustao direta
conduz a uma série de problemas, tais como carboniza¢gdo na camara de injecao, resisténcia a
ejecdo nos segmentos dos €mbolos, diluicdo do o6leo do carter, contaminacdo do oOleo
lubrificante, entre outros problemas. (KNOTHE e STEIDLEY, 2005). A eficiéncia de motores
que utilizam 6leo vegetal quando comparados com o diesel também sdo relativamente dispares,
mostrando que o rendimento energético para o oleo vegetal ¢ menor que o diesel fossil
(SANTOS, 2007). Por ndo ser possivel a utilizacdo direta dos 6leos vegetais como combustivel
¢ necessario que o oleo vegetal passe por processos de transformacdo como transesterificagao,
esterificagdo e craqueamento. As principais transformagdes quimicas de 6leos, gorduras ou
acidos graxos, em espécies que possam ser usadas como biocombustiveis estdo ilustradas na

Figura 2.
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Figura 2 - Obtencao de biocombustiveis a partir de acidos graxos e triacilglicerideos.
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Fonte: (MA. HANNA, 1999).

O processo de pirolise ou craqueamento de 6leos, gorduras ou acidos graxos, ilustrado
de forma genérica nas reagdes i e ii, ocorre em temperaturas acima de 350 °C, na presenga ou
auséncia de catalisador. Nesta reacdo, ha a quebra de moléculas que levam a formagao de uma
mistura de hidrocarbonetos e compostos oxigenados, lineares ou ciclicos, tais como alcanos,
alcenos, cetonas, acidos carboxilicos e aldeidos, além de monodxido e dioxido de carbono e
agua. A segunda rota para transformar triacilglicerideos em combustivel ¢ a transesterificacao,
ilustrada na reacao iii, que envolve a reacdo destes com monoalcoois de cadeias curtas em
presenca de um catalisador, dando origem a monoésteres de acidos graxos. Uma terceira rota ¢
conhecida por esterifica¢do (reacao iv), na qual um acido graxo reage com um mono-alcool de
cadeia curta, também na presenga de catalisador, dando origem a monoésteres de 4cidos graxos

(SUAREZ et al. 2007).

3.3 BIODIESEL

O Biodiesel ¢ um combustivel composto de alquil ésteres de acidos carboxilicos de
cadeia longa, produzido a partir da transesterificagdo e ou/esterificagdo de matérias graxas, de
gorduras de origem vegetal ou animal, e que atenda a especificacdo contida no Regulamento
Técnico n° 4/2012 da ANP (Agéncia Nacional de Petroleo, Géas Natural e diesel). Ainda de

acordo com a Resolugdo 7/2008 da ANP, a reagdo para a obtengdo do biodiesel, pode ser a
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reacdo de transesterificacdo dos triacilglicerideos. Esta reagdo tem como produto, uma mistura
de mono-alquil ésteres.

Segundo a Lei n° 11.097/2005, classifica-se como biodiesel qualquer biocombustivel
derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com igni¢cao por
compressao ou, conforme regulamento, para geragdo de outro tipo de energia que possa
substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil (BRASIL, 2005).

O biodiesel ¢ formado por ésteres alquilicos de acidos graxos, fabricado a partir da
transesterificacdo de oleos vegetais ou gorduras animais com alcoois de cadeia curta, gerando
glicerina como subproduto (PINTO et al., 2005). E um substituto natural do diesel derivado do
petroleo e tem composicao similar ou até melhor no que diz respeito a densidade, nimero de
cetano, viscosidade entre outros (BALAT; BALAT, 2008), sendo esta tltima a propriedade
mais importante do biodiesel, particularmente em baixas temperaturas quando um aumento da
viscosidade afeta a fluidizacao do combustivel (DERMIBAS, 2009).

Uma das maiores vantagens do biodiesel ¢ sua capacidade de se adaptar aos motores do
ciclo diesel, pois ao contrario de outros combustiveis limpos, como o gas natural ou biogas, a
combustdo de biodiesel ndo necessita de adaptacdo dos motores, sendo uma alternativa técnica
capaz de atender a frota movida a diesel (PINTO et al., 2005; RAMOS et al., 2003). O biodiesel
pode ser utilizado como combustivel puro, designado de B100, na forma de mistura, como
complemento ao diesel extraido de petrdleo, ou em baixas propor¢des como aditivo (DU et al.,
2008).

A possivel substituicdo do diesel de petrdleo pelo biodiesel afetard positivamente a
qualidade do ar, tornando-o significativamente melhor, visto que a utilizagdo do biodiesel
possibilita: a) redugdo das emissdes de particulados; b) reducao das emissdoes de monoxido de
carbono; ¢) reducao da quantidade de hidrocarbonetos nao queimados; d) reduc¢ao das emissdes
de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos; ¢) redu¢ao da quantidade de 6xidos de enxofre
(MDCI, 1985).

A utilizacdo de etanol na produgdo do biodiesel, lhe confere a caracteristica de um
produto 100% verde, pois o etanol apresenta baixa toxidade. No Brasil, um dos maiores
produtores de etanol do mundo, estimula-se estudos de seu uso em substitui¢do ao metanol
(DANTAS et al., 2007). Além disso o potencial do biodiesel reside nos seguintes fatos: o Brasil
apresenta uma grande diversidade de matérias-primas oleaginosas, e as unidades industriais
empregadas para o processo de transesterificacdo possuem grande flexibilidade com relagdo a

dimensdes, com pequena ou nenhuma necessidade de modifica¢do. Portanto, ¢ possivel que
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esse combustivel renovavel, se adapte as peculiaridades regionais do pais e seja desenvolvido
em programas ndo excludentes, sob os pontos de vista social ou regional (SANTOS, 2008)

No entanto, ainda se discute alguns aspectos negativos da producdo dessa forma de
energia alternativa. Entre esses aspectos estdo o risco da falta e a elevagdo dos precos dos
alimentos. De fato, isto pode ser um problema para paises pequenos em extensao territorial e
situado em regides com condi¢cdes de clima e solo adversas. No contexto mundial, o Brasil
ocupa uma situagdo privilegiada de extensdo territorial, de diversidade de plantas oleaginosas

e de condigdes de clima e solo para a agricultura.

3.4 ESPECIFICACOES DO BIODIESEL

No Brasil, o biodiesel ¢ regulamentado, pela ANP. A determinagdo das caracteristicas
fisico-quimicas ¢ feita conforme as normas nacionais da NBR e da ABNT, e das normas
internacionais da ASTM, da ISO, e do CEN. A Tabela 3. apresenta a especificacdo do biodiesel
B100, segundo a Resolucao ANP n°® 7/2008, que ¢ exigida para que o produto seja utilizado no
mercado brasileiro, com os seus respectivos limites de contaminantes € os métodos que devem

ser empregados no seu controle de qualidade.
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CARACTERISTICA UNIDADE LIMITE LII(1) METODOS
ABNT ASTM D- EN /ISO
NBR-
Aspecto
Massa especifica a 20° C kg/m? 850-900 7148; 14065 1298 4052 EN ISO 3675 ENISSO 12185
Viscosidade Cinematica a 40°C mm?/s 3,0-6,0 10441 445 EN ISO 3104
Teor de Agua, max. (2) mg/kg 500 - 6304 EN ISSO 12937
Contaminacio Total, max. mg/kg 24 - - EN ISSO 12662
Ponto de fulgor, min. (3) °C 100,0 14598 93 EN ISO 3679
Teor de éster, min % massa 96,5 15342 (4) (5) - EN 14103
Residuo de carbono (6) % massa 0,050 - 4530 -
Cinzas sulfatadas, max. % massa 0,020 6294 874 EN ISO 3987
Enxofre total, max. mg/kg 50 - 5453 EN ISSO 20846; EN ISO
20884
Sédio + Potassio, max. mg/kg 5 15554; 15555 - EN 14108 EM 14109 EM
15553; 15556 14538
Calcio + Magnésio, max. mg/kg 5 15553; 15556 - EN 14538
Foésforo, max. mg/kg 10 15553 4951 EN 14107
Corrosividade ao Cu, 3h a 50 °C, max. - 1 14359 130 EN ISO 2160
Numero de Cetano (7) - Anotar - 613 6890(8) ENISO 5165
Ponto de entupimento de filtro a frio, °C 19 (9) 14747 6371 EN 116
max.
Indice de acidez, max. mg KOH/g 0,50 14448 664 EN 14104 (10)
Glicerol livre, max. % massa 0,02 15341 (5) 6584 (10) EN 14105 (10); EN 14106 (10)
Glicerol total, max. % massa 0,25 15344 (5) 6584 (10) EN 14105 (10)
Mono, di, triacilglicerol (7) % massa Anotar 15342(5); 15344 (5) 6584 (10) EN 14105 (10)
Metanol ou Etanol, max. % massa 0,20 15343 - EN 14110
Indice de Todo (7) g/100g Anotar - - EN 14111
Estabilidade a oxidacdo a 110°C, H 6 - - EN 14112 (10)

min.(2)

Fonte: (ANP), 2008 EN= Norma Europeia
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3.5 PROCESSO DE PRODUCAO DO BIODIESEL

A tecnologia mais utilizada para obten¢do de biodiesel ¢ a transesterificagdo (ou
alcoolise) alcalina homogénea de 6leos e gorduras. Nessa reacao, o 6leo ou gordura, compostos
basicamente de tri-ésteres da glicerina com acidos graxos, ¢ misturado a um alcool (metanol ou
etanol) e, na presenca de um catalisador, fornece uma mistura de ésteres metilicos ou etilicos
de 4cidos graxos e glicerina (SUAREZ et al., 2009). A reacdo de transesterificacdo com alcool
esta representada na equagdo geral ilustrada na Figura 3.

A producdo de biodiesel ¢ realizada em um processo constituido das seguintes etapas:
preparagdo da matéria-prima, reacdo de transesterificacdo, separagdo de fases, recuperagdo e
desumidificagcdo do alcool e purificagdo do biodiesel. A transesterificacdo ¢ um dos métodos
mais empregados, visto que utiliza baixas temperaturas e tem como agentes transesterificantes,
alcoois comuns, como etanol e o metanol. Isto diminui os custos e viabiliza o processo.

(SANTOS, 2008)

Figura 3 - Reacdo de hidrolise de 6leos e gorduras
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Fonte: (SUAREZ et al., 2009).

A reacdo ¢ reversivel, sendo assim, utiliza-se excesso de alcool para induzir o equilibrio
da reagdo para o lado do produto (PARAWIRA, 2009). Na primeira etapa ocorre a conversao
do triglicerideo para diglicerideo, seguido pela conversao do diglicerideo para monoglicerideo,
e do monoglicerideo para glicerol, fornecendo uma molécula de éster de cada glicerideo a cada
etapa (Figura 4) (GANESAN; RAJENDRAM; THANGAVELU, 2009).

Em uma reacdo de transesterificacdo, alguns parametros devem ser levados em conta,
como: o efeito da razdo molar, temperatura e tempo de reacdo e o tipo de catalisador (quimico

ou bioquimico).



23

A razdo molar entre alcool e triglicerideo ¢ um dos pardmetros que mais afeta o
rendimento de uma reagdo de transesterificacdo. Embora a razdo molar estequiométrica seja
3:1, razdes molares mais altas normalmente sdo utilizadas com intuito de promover melhores
conversdes de ésteres em menor tempo. Com relagdo a temperatura e tempo reacional, as
reacdes de transesterificagdo podem ocorrer em diferentes temperaturas dependendo do tipo de
6leo e do catalisador empregado, em que rendimentos maiores sdo alcangados com maior tempo
reacional (BALAT; BALAT, 2008).

Quanto ao tipo de catalisador, o processo comercial mais utilizado para a producao do
biodiesel ¢ a transesterificagdo quimica que utiliza catalisadores alcalinos (hidroxido de sddio
ou potdssio) com custo relativamente baixo, para converter 6leo vegetal ou gordura e metanol

em ésteres metilicos (AKOH et al., 2007).

Figura 4 - Mecanismo da reagdo de transesterificagdo do triglicerido com alcool, mediante
catalisador, envolvendo as trés reagdes consecutivas e reversiveis de formacao dos ésteres
alquilicos. R1, R2, R3 e R, representam os grupos alquila.
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Fonte: (GANESAN; RAJENDRAM; THANGAVELU, 2009).
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Embora a transesterificacdo quimica tenha proporcionado a industrializacdo da
producdo do biodiesel em muitos paises, visto que resulta em altos niveis de conversdo de
triglicerideos em seus correspondentes €steres metilicos ou etilicos em curto espago de tempo,
essa reagdo ainda se depara com diversos problemas como dificuldade na separagdo do
catalisador e remocao do glicerol formado, alta demanda de energia e necessidade de tratamento
da agua e catalisadores residuarios (MEHER; SAGAR; NAIK, 2006). Essas desvantagens tém
impulsionado muitas pesquisas por novos catalisadores, com destaque especial, para os

catalisadores heterogéneos bioquimicos (lipases).

3.6 TRANSESTERIFICACAO

A transesterificacdo de Oleos vegetais ¢ uma sequéncia de trés reagdes reversiveis e
consecutivas, onde cada etapa produz uma molécula de éster alquilico de acido graxo, sendo o
mono- e diacilglicerideos, os intermedidrios da reacdo, e o glicerol, também chamado de

glicerina, o subproduto. (MAIA et al., 2006)

3.6.1 Fatores de influenciam na reacio de transesterificaciao

Os principais fatores que influenciam a reagdo de transesterificacdao sdo: tipos de dleo,
tipo de alcool, razdo molar 6leo:alcool, quantidade e tipo de catalisador, e tempo de reagao.

De acordo com SANTOS, 2008. Dentre os alcoois comumente utilizados, destaca-se o
metanol e o etanol. O metanol ¢ obtido de gas natural ou extraido do petréleo, sendo assim nao
renovavel. O etanol ¢ um alcool considerado 100% verde, mas a producdo dos ésteres etilicos
¢ um pouco mais complexa que a dos ésteres metilicos, exigindo maiores quantidades de alcool,
mais etapas e uso de equipamentos tais como centrifugas especificas e, otimizadas para uma
boa separagdo da glicerina dos ésteres, algumas vantagens e desvantagens do uso de metanol e

etanol na transesterificagdo de 6leos, sdo mostradas na Tabela 4.
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Tabela 4 - Vantagens e desvantagens do uso de metanol e etanol na transesterificacdo de 6leos
vegetais.

VANTAGENS DESVANTAGENS
METANOL
Menor quantidade utilizada no processo E obtido a partir de gas natural
Possui uma melhor purificacdo de ésteres ou do petrdleo
metilicos por decantagio e lavagens E mais toxico que o etanol

Melhor recuperagdo de excessos

residuais do alcool por destilagdo

ETANOL
E  100% obtido de matéria vegetal (obtido Maior quantidade utilizada no
da biomassa) Maior oferta desse alcool no processo

Brasil

. Maior complexidade na
Sua produgdo pode favorecer a

) . ) produgdo dos ésteres e exige
integragéo social
um maior numero de etapas
Dificil recuperagio dos excessos
residuais do alcool devido a
azeotropia da mistura etanol-agua

Fonte: SANTOS, 2008

A seguir sao mostradas algumas divulga¢des sobre a producdo de biodiesel: Na
transesterificacao metilica do 6leo de babacgu foram reportados os melhores resultados em teor
de ésteres quando a reagdo se processa, com excesso de metanol. De fato, devido a
reversibilidade da reagdo que estequiometricamente requer 1 mol de triacilglicerideo para 3
mols de metanol, faz-se necessario o excesso do alcool para que os equilibrios das etapas da
reacdo sejam deslocados para a produgao de ésteres. O Grafico 1 ilustra o efeito da variagao do
volume de metanol com relagdo a 100 g do 6leo de babacu e 2 % de KOH (BRANDAO et al.,
20006).

Grifico 1 - Efeito da relagdo Oleo: MeOH no teor de ésteres na produgio do biodiesel
metilico de babacgu
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Fonte: BRANDAO et al. (2006)
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Ja no caso da transesterificagdo etilica do 6leo de babagu, o rendimento em teor de
¢ésteres ¢ maior quando ¢ utilizada uma razao molar 6leo: etanol superior a 1:9. O aumento da
quantidade de alcool tende a compensar um provavel bloqueio estérico do mecanismo da
reacdo, visto que o ion etdxido ¢ maior que o ion metoxido da transterificagdo
metilica.(LACERDA et al.,2005).

Outras varidveis a serem avaliadas para a essa reacdo sdo o tipo ¢ a quantidade de
catalisador. A catalise homogénea em meio alcalino ¢ a rota tecnologica predominante, no meio
industrial para a produgao de biodiesel, devido a sua rapidez e facilidade que tornam esta opg¢ao
economicamente vidvel (MA e HANNA, 1999; ZAGONEL e RAMOS, 2001).

Os catalisadores alcalinos sao mais utilizados que os acidos, porque as reagdes
catalisadas por acidos requerem maiores quantidades de alcool, tempo reacionais elevados e
temperatura em torno de 70 °C. Os catalisadores basicos mais usados sao os hidréxidos de sddio
e de potassio. A quantidade de catalisador adicionada € extremamente importante, pois
dependendo da sua origem e do estado de conservacao do dleo, boa parte da substancia pode
ser consumida por acidos graxos livres desfavorecendo a transesterificacdo com a formagao de
sabdo (SANTOS, 2008)

Conforme LIMA et al. (2007) a transesterificagdo alcalina do 6leo de babagu produziu
respectivamente 71,8% e 62,2% de biodiesel metilico e etilico de babacu puro. Estes valores
baixos de rendimentos foram atribuidos a formag¢do de sabdo e perdas de biodiesel durante as
etapas de purificacao (lavagens).

Alguns estudos foram realizados utilizando catalisadores heterogéneos, tais como os
complexos de estanho, chumbo e zinco na transesterificagdo de diversos 6leos vegetais. Os
0leos de babagu e soja apresentaram maiores rendimentos na reagao. Estes estudos concluiram
que devido a fatores estéricos, a atividade catalitica foi mais efetiva em Oleos vegetais
constituidos em grande parte por triacilglicerideos de cadeia curta ou com elevado grau de
insaturacao (PETER et al., 2002; ABREU et al. 2004; BARBOSA et al. 2005; SUAREZ et al.,
2007).

O tempo de reagdo ¢ outra varidvel importante, pois a transesterificacdo ¢ um processo
reversivel e o equilibrio reacional pode acontecer em tempos variaveis.

BRANDAO et al. (2006) e LACERDA et al. (2005) observaram que no processo de
producao de biodiesel metilico e etilico de babagu, considerando a razdo 6leo:alcool e teor de

catalisador constante, ndo foram verificadas varia¢des significativas no teor de ésteres em



27

tempos reacionais superiores a 60 minutos. O Gréfico 2 ilustra a influéncia do tempo de reagao

no teor de ésteres na producdo do biodiesel metilico de babagu.

Grafico 2 - Efeito do tempo de reacdo no teor de ésteres na produgdo do biodiesel metilico
de babacu
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Fonte: BRANDAO et al. (2006)

Além dessas varidveis, destaca-se ainda outros fatores importantes tais como, a umidade
e o teor de acidos graxos livres.

A presenca de umidade provoca a hidrolise dos ésteres monoalquilicos na
transesterificacdo e os acidos carboxilicos, produtos da hidrolise, reagem com o catalisador
alcalino formando sabao. O rendimento da transesterificacdo etilica em meio alcalino (2 % de
NaOH) cai de 95,8 % para 73,2 % quando a concentragdo de dgua ¢ alterada de 0,15 % a 0,66
% (BRANDAO et al., 2006)

Na catélise acida, o teor elevado de acidos graxos livres ¢ uma alternativa interessante
para a obtengao de ésteres monoalquilicos. Entretanto na catalise basica, um teor elevado desses
acidos no oleo leva 4 producdo de sabdo e a4gua, o que diminui consideravelmente o rendimento
da reacdo principal para niveis inferiores a 90 %, principalmente quando a concentracdo de
acidos graxos livres ¢ superior a 5 %.

As substancias ndo transesterificantes presentes no 6leo, quando em teores maiores que
2% afetam a qualidade do biocombustivel contribuindo para o deposito de materiais em bicos
injetores, aumento da viscosidade, e consequentemente aumento da capacidade de cristalizagao
do biodiesel a baixas temperaturas (TECBIO, 2006).

Para fins de praticidade e economia de recursos a reag@o de transesterificagdo metilica

do 6leo de babagu devera ser realizada a temperatura em torno de 25 °C, visto que, ndo foi
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observada variagdo significativa do efeito da temperatura sobre o rendimento do

biodiesel.(SANTOS, 2008)

3.6.2 Catalise Enzimatica

As enzimas sdo proteinas que atuam como catalisadores acelerando a velocidade das
reacdes nos processos biologicos. Quimicamente, as enzimas sdo macromoléculas de alta massa
molecular (entre 62 a 2500 residuos de aminoacidos) formadas por subunidades de
aminodacidos, unidos por ligagdes peptidicas (Figura 5). Os residuos de aminoacidos formam
ligacdes covalentes entre si, pelo grupo amino de um aminoacido com o grupamento carboxilico
de outro aminoacido, constituindo cadeias polipeptidicas extensas, que assumem um arranjo

espacial e estrutural complexo (VOET; VOET, 1995).

Figura 5 - Estrutura geral de um polipeptidio

HOMHOO\HHC

HaN""C~CTN—C~-CIN—C—CO
RN
Fonte: SANTOS, 2008

As enzimas sao altamente versateis na catalise de varios tipos de reacdes que ocorrem
sob condi¢des brandas, normalmente a temperatura ambiente e em pH proximo da neutralidade.
As velocidades de algumas reacgdes catalisadas por enzimas podem chegar até 10'% vezes
maiores do que as ndo catalisadas. Uma enzima geralmente catalisa uma Uinica reagdo quimica
ou um conjunto de reacdes intimamente ligadas e o grau de especificidade para o substrato ¢
normalmente alto. A velocidade de uma rea¢ao enzimatica ¢ influenciada pela concentragao do
substrato, pH, concentracdo da enzima (NELSON; COX, 2004).

Muitas reacdes enzimaticas, em concentragdes muito baixas, a rea¢do procede
vagarosamente. Por outro lado, com o aumento da concentracdo do substrato, a velocidade
aumenta proporcionalmente em fungao da frequéncia de colisdes entre a enzima e as moléculas
dos reagentes. Quando a enzima se aproxima da velocidade maxima em que ela pode combinar
com o reagente e formar produtos, o efeito do aumento da concentra¢do do substrato diminui.

Nesse ponto, a enzima estabelece uma interagdo com o reagente que mesmo aumentando a
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concentragdo deste ela ndo tera efeito na velocidade da reacdo e, portanto, estard saturada.
Porém, para reagdes ndo catalisadas por enzimas, a velocidade ¢ aumentada quase que
indefinidamente com o aumento da concentragdo dos reagentes. Tal como ocorre para a maioria
das reagdes quimicas, a velocidade das reacdes catalisadas por enzimas aumenta geralmente
com a temperatura, dentro de certa faixa na qual ela ¢ estavel e mantém a sua atividade intacta
(NELSON; COX, 2004).

Grande parte do poder catalitico das enzimas deve-se a capacidade delas em interagirem
com o substrato em orientagdes favoraveis na formagdao dos complexos enzima-substrato (ES).
As enzimas possuem um “sitio ativo”, onde se processam as reagdes quimicas. Este ¢
constituido de alguns residuos de aminoécidos da cadeia proteica que se encontra em intima e
mutua proximidade espacial. O substrato liga-se ao centro ativo da enzima e parte da
especificidade catalitica da mesma depende também da natureza das ligagdes envolvidas.
Acredita-se que os aminoacidos do sitio ativo formam na superficie da enzima uma espécie de
“fenda”, na qual o substrato pode ajustar-se. Este sitio deve possuir um formato definido e
ajustavel, que acomoda algumas moléculas, como os substratos e inibidores, mas que dificulte
outras espécies de entrar em contato com o sitio ativo da enzima (PALMER, 1995) (NELSON;
COX, 2004).

Para adaptar-se ao sitio ativo, um substrato deve ter uma forma complementar a este,
conhecido como modelo chave e fechadura (Figura 6 A). No entanto, as formas dos sitios ativos
de algumas enzimas sao levemente modificadas pela interagcdo com o substrato. Os sitios ativos
dessas enzimas tém formas que sdo complementares a do substrato, mas somente depois de
ligado. Esse processo de reconhecimento dindmico ¢ chamado de encaixe induzido (Figura 8

B) (CAMPBELL; FARRELL, 2005).

Figura 6 - Modelos de interagcdo do substrato com a enzima. (A) Modelo de chave e
fechadura. (B) Modelo de encaixe induzido
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Fonte: (CAMPBELL; FARRELL, 2005).
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Pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB — International

Union of Biochemistry and Molecular Biology), as enzimas podem ser classificadas de acordo

com a tabela 5

Tabela 5 - Classificacdo das enzimas

Classe de enzimas Algumas subclasses

Tipos de reacao

Desidrogenases; oxidases;

Reacdes de oxidacdo e reducdo,

Oxiredutases redutases formacao de ligagdo dupla por
eliminagdo de H,, oxigenacdo de ligagGes
C-H,C-CeC=C

Transferases Quinases; transaminases Transferéncia de grupo aldeidico,

cetonico,
acil, glicosideo, fosforil, amino

Lipases; nucleases; proteases

Hidrdlise-formacdo de ésteres, amidas,

Hidrolases lactonas, lactamas, epdxidos, nitrilas,

anidridos, glicosideos
Descarboxilases; desidrases Adicdo-eliminacdo de pequenas

Liases moléculas nas liga¢des C=C, C=N, C=0
Isomerisagdao de um centro

Isomerases Epimerases estereogénico, epimerizacdo
Formacgao-rompimento de liga¢des C-O,

Ligases C-S,

C-N, C-C.

Fonte: IUBMB

As lipases sdao enzimas que sdao produzidas por diversas plantas, animais e

microrganismos (GHALY et al., 2010). Classificadas como enzimas hidroliticas, ou seja,

podem hidrolisar triglicerideos para acidos graxos e glicerol, sio muito importantes para a

biotecnologia, ndo somente para a industria de alimentos e 6leos, mas também na preparagao

de intermedidrios quirais. As lipases também sdo muito uteis em sintese orgénica, pois

promovem diversos tipos de reagdes em condi¢des brandas e seletivas (Figura 7) (FABER,

2004).
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Figura 7 - Tipos de reacdes promovidas por lipases.
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As vantagens de se utilizar lipases para a producao de biodiesel sdo: habilidade de se
trabalhar em diferentes meios, tanto na presenca de solventes hidrofilicos quanto hidrofobicos;
a capacidade de catalisar reacdes de transesterificacdo com alcoois de cadeia longa ou
ramificada, o que ¢ dificil se usar catalisadores alcalinos; se a enzima for imobilizada, podera
ser reutilizada (GHALY et al., 2010).

Atualmente, a produgao comercial de biodiesel ¢ por via quimica, o que passa por varias
etapas, encarecendo o produto final, mas o processo enzimatico tem despertado o interesse da

comunidade cientifica, pois emprega menos etapas no processo de producao (Figura 8).
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Figura 8 - Fluxogramas do processo de produgdo do biodiesel por via quimica e enzimatica
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3.6.3 Transestrificacao enzimatica

A transesterificacdo enzimatica consiste na modificacdo lipidica realizada pelas lipases
e tem a vantagem de permitir maior controle sobre a distribuigdo posicional dos acidos graxos
no produto final, devido a seletividade e regides de especificidade das lipases.

No processo de transesterificagdo enzimatica, a fase pesada (glicerol) ¢ simplesmente
separada da fase leve (biodiesel) e ndo ha necessidade de desodorizagdo nem neutralizagdo do
produto final, o que reduz a duragdo do processo. Um excesso de alcool promove elevados
rendimentos na sintese do biodiesel e o biocatalisador imobilizado pode ser utilizado diversas
vezes. As reagdes podem ser conduzidas na presenga ou ndo de solventes organicos

(ANTCZAK et al., 2009). A Figura 9 ilustra o processo enzimatico da producao de biodiesel.

Figura 9 - Diagrama da producdo de biodiesel utilizando lipases como biocatalisador.
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Fonte: (REIS, 2009).
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Os fatores cruciais que afetam a produgdo enzimatica do biodiesel estdo ilustrados na
Figura 10. Para alcancar a viabilidade economica, deve-se optar por matéria-prima e
preparacdes de lipase adequadas, sendo que esta ultima pode ser modificada a fim de aumentar
sua estabilidade e eficiéncia catalitica. Além disso, devem-se avaliar alguns pardmetros
importantes como sele¢do do solvente organico, otimizagdo da razdo molar, temperatura,
atividade de agua, pH do microambiente da enzima e a maxima concentragdo de glicerol nos
produtos de reagao (ANTCZAK et al., 2009).

Figura 10 - Parametros cruciais que afetam o rendimento da sintese enzimatica do biodiesel
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Fonte: (REIS., 2009).

De acordo com a definicao de biodiesel, ndo s6 o metanol, mas outros alcoois podem
ser utilizados na transesterificagdo enzimatica, sendo o mais comum deles o etanol, além de
outros alcoois primdrios como propanol, butanol e doadores acila alternativos, como acil-
acetato ou dimetil-carbonato (ADAMCZAK; BORNSCHEUER; BEDNARSKI, 2009).

A sintese enzimatica do biodiesel também pode ser otimizada pela utilizacdo de
solventes no meio reacional, como terc-butanol. A primeira planta em escala industrial do
mundo a utilizar tecnologia enzimatica estd operando na China com a capacidade de 20 milhdes
de toneladas por ano utilizando terc-butanol como co-solvente, o qual protege a enzima e

proporciona alta produtividade (ADAMCZAK; BORNSCHEUER; BEDNARSKI, 2009).
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O processo enzimatico ¢ uma alternativa biotecnologicamente sustentavel com relagdo
a catalise quimica, e € mais apropriada para a produgdo de biodiesel a partir de matérias- primas
que contem alto valor de acidos graxos livres e agua, como 6leos e gorduras residuais, pois
esses acidos graxos livres sdo completamente convertidos a biodiesel (PARAWIRA, 2009).
Além disso, biocompatibilidade, biodegradabilidade e aceitabilidade ambiental obtida por
procedimentos biotecnologicos utilizando lipases, sdo propriedades desejadas neste método
alternativo de producdo do biodiesel (DEVANESAN; VIRUTHAGIRI; SUGUMAR; 2007;
MARCHETTI; MIGUEL; ERRAZU, 2007).

3.7 FUNGOS FILAMENTOSOS PRODUTORES DE LIPASES

Um grande nimero de micro-organismos produtores de lipases € conhecido, entretanto,
este nimero representa um percentual muito baixo da biodiversidade estimada dos micro-
organismos que potencialmente podem ser produtores de enzimas em geral e que ainda nao
foram caracterizados: cerca de 0,2 a 0,6% para bactérias e de 5% para fungos. Esta grande
abundancia de micro-organismos existentes na natureza torna importante o screening € o
isolamento de novas cepas produtoras de enzimas com caracteristicas desejaveis em biocatalise
(WUBBOLTS; BUCKE; BIELECKI, 2000).

Nesse contexto, os fungos sdo especialmente valorizados porque as enzimas por eles
produzidas normalmente sdo extracelulares, o que facilita a sua recuperagao do meio de
fermentagdo e também porque a maioria dos fungos nao ¢ nociva a saide humana, sendo
reconhecidos como GRAS (Generally Regarded as Save) (JAEGER et al., 1994).

Os fungos filamentosos sao amplamente reconhecidos como as melhores fontes de
lipases (Tabela 6), com varias patentes de aplicacdo da enzima tendo sido desenvolvidas

(CARDENAS et al., 2001).
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Tabela 6 - Principais fungos produtores de lipase.

Micro-organismo (Fungo) Referéncia
Rhizopus sp.
R. chinensis YASUDA et al., 1999.
R. delemar HAAS; CICHOWICZ; BAILEY, 1992.

R. homothallicus

RODRIGUEZ et al., 2006;
DIAZ et al., 2006.

R. microsporus UZLT-4B DAVRANOV; KUILIBAEV, 1993.
R. niveus KERMASHA; SAFARI; BISAKOWSKI, 1998.
R. oligosporous DALSENTER et al., 2005;
R. oryzae GHAMGUI; KARRA-CHAAMOUNI; GARGOURI,
2004; MINNING; SCHMIDT-DANNERT;
SCHMID, 1998.
Aspergillus sp.
A. carneus SAXENA et al., 2003
A. niger MAHADIK, et al., 2002
A. repens KAMINISHI; TANIE; KUNIMOTO, 1999.
A. oryzae TOIDA et al., 1995.
A. nidullans MAYORDOMO; RANDEZ-GIL;
PRIETOISOLATION, 2000.
A. terreus GULATTI et al., 1999
Fusarium sp.
F. solani MAIA et al., 1999.

F. oxysporum F sp vasinfectum
F. heterosporum

RAPP, 1995.
NAGAO et al., 1996.

Geotrichum sp.

G. candidum
Geotrichum sp
Galactomyces geotrichum

GOPINATH et al., 2003;
MACEDO; PASTORE, 1997.
PHILLIPS; PRETORIUS, 1991.

Mucor sp.
M. hiemalis f. hiemalis HIOL et al., 1999.
Mucor sp ABBAS et al., 2002.
M. hiemalis AKHTAR; MIRZA; CHUGHTALI, 1980.

M. javanicus
Rhizomucor miehei

SAIKI et al., 1969.
UVARANI et al., 1998.

Neurospora sp.

Neurospora sp. tt-241

LIN; LEE; CHIOU, 1996.

N. crassa KUNDU et al., 1987.
Penicillium sp.
P. abeanum SUGIHARA et al., 1996.

P. aurantiogriseum

P. candidum

P. chrysogenum

P. citrinum

P. coryophilum

P. cyclopium

P. restrictum

P. roqueforti IAM 7268
P. simplicissimum

P. wortanii

LIMA et al., 2004.

RUIZ et al., 2001.

FERRER et al., 2000.

KRIEGER, 1995;

BARON et al., 2005.

CHAHINIAN et al., 2000;

CASTILHO et al., 2000

MASE; MATSUMIYA; MATSUURA, 1995.
SZTAIJER et al., 1992.

COSTA; AMORIM, 1999.

Fonte: FERNANDES (2007)



36

4 MATERIAL E METODOS

4.1 EXTRACAO DO OLEO DE BABACU

Do ponto de vista quimico, na escolha do método mais eficaz, diversos fatores devem
ser levados em consideragdo tais como a natureza do vegetal, o solvente empregado na extragao,
o tamanho das particulas, o tempo e a temperatura de extragdo, pois esses fatores influenciam
diretamente na extragdo do 6leo. Ja sob o ponto de vista ambiental, o método da prensagem € o
mais indicado, produz um 6leo de melhor qualidade e ndo gera residuos toxicos (ECYCLE,
2014)

O método de extragdo escolhido foi a prensagem para extrair o 6leo das améndoas do
coco babagu. A extragdo foi realizada em uma prensa hidraulica (prensagem descontinua)
modelo SL-10 do laboratério de alimentos da UFPB, ilustrada na Imagem 1 em que as
améndoas a serem submetidas a extracao de oleo foram colocadas em um cilindro perfurado
por onde um pistao se desloca realizando pressao sob a matéria-prima que foram esmagadas,

liberando o 6leo.

Imagem 1 - Prensa hidraulica modelo SL-10.

Fonte: Proprio autor, 2019
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4.2 CARACTERIZACAO DO OLEO DE BABACU

A caracterizagdo do 6leo de babagu foi realizada no Laboratério de Combustiveis e

Materiais da Universidade Federal da Paraiba (UFPB).

4.2.1 indicie de iodo

Segundo REDA, 2004. O indice de iodo ¢ usado para medir o grau de insaturacao de
6leos e gorduras pela absor¢do de halogénios nas cadeias graxas atraves da andlise de
trigliceridios e de acidos graxos livres e seus produtos hidrogenados. E um importante indicador
de provavel desenvolvimento de degradacdo da matéria graxa, sendo usado para determinar as
propriedades quimicas e fisicas dos 6leos. A obtengdo de altos valores para o indice de iodo
podem ser indicativos de maior tendencia a ocorréncia de processos oxidativos em moléculas
do 4acido graxo insaturado. Os acidos graxos que possuem ligacdes duplas carbono-carbono
reagem com iodo, assim, quanto maior o nimero de insaturagdes maior ¢ o indice de iodo, e
pode ser apresentado em termos do niimero de centigramas de iodo absorvido por grama da
amostra (% 1odo absorvido), em condi¢des especificas de ensaio (IAL, 2008).

Fazendo uso da metodologia Cd 1-25 (AOCS), foram pesados 0,25 g em frasco
Erlenmeyer de 500 mL tampados, em seguida foram adicionados 10 mL de ciclohexano, para
entdo acrescentar 25 mL da solucao de Wijs. A mistura foi posta em repouso abrigada da luz e
em temperatura ambiente, por 30 minutos. Passado o repouso, adicionou-se 10 mL da solugao
de iodeto de potassio a 15% e 100 mL de 4gua em fervura . Para realizagdo da titulacdo fez-se
uso de solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 mol/L, até que se notasse uma fraca coloragao
amarela. Foram adicionadas em torno de 1 a 2 mL de solucdo indicadora (amido 1%),
continuando a titulacdo até que se completasse o desaparecimento da cor azul. Uma
determinacdo em branco sem amostra do 6leo, foi realizada seguindo as mesmas condi¢des

anteriores.

Calculo

(VB—VA) xMx 1,27
P

= [ndice de Todo 1)

M = molaridade da solugdo de Na>S,03
VB = mL gasto na titulagdao do branco
VA = mL gasto na titulagdo da amostra

P =n° g da amostra
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4.2.2 indicie de acidez

A determinacdo da acidez pode proporcionar um dado essencial na avaliagdao do estado
de conservagdo do 6leo. Um processo de decomposicdo, causado por hidrolise, oxidagdo ou
fermentagdo, altera quase sempre a concentragdo dos ions hidrogénio. A decomposi- ¢ao dos
gliceridios € acelerada por aquecimento e pela luz, sendo a rancidez quase sempre acompanhada
pela formacao de acidos graxos livres. Estes sdo freqiientemente expressos em termos de indice
de acidez, podendo sé-lo também em mL de solu¢do normal por cento ou em g do componente
acido principal, geralmente o acido oléico. Os regulamentos técnicos normalmente adotam esta
ultima forma de expressao da acidez. O indice de acidez pode ser definido como o nimero de
mg de hidroxido de potdssio necessario para neutralizar um grama da amostra. O método pode
ser aplicado a 6leos brutos e refinados, vegetais e animais, e gorduras animais. Os métodos que
avaliam a acidez titulavel resumem-se em titular, com solu¢des de alcali-padrao, a acidez do
produto ou solugdes aquosas/alcodlicas do produto, assim como os acidos graxos obtidos dos
lipidios.

Foram aferidas por gravimetria 2 g da amostra de 6leo de coco babacu em um
Erlenmeyer e foram adicionados 25 mL de solucao de éter — alcool (2:1) anteriomente
neutralizado com solugdo de hidréxido de sédio 0,1 mol/L. Entao foram adicionadas duas gotas
de fenolftaleina como indicador e, titulou-se com solugcao de KOH 0,1 mol/L, previamente

padronizada com solu¢ao de H>SO4 0,1 mol/L, até se obter uma coloragdo rosea.

Calculo
vxfx6.61 ,
T= Indice de acidez 2)

v =n° de mL de solu¢do de hidréxido de sodio 0,1 M gasto na titulagdo
f= fator da solucao de hidroxido de sodio

P =n° de g da amostra

4.2.3 Peroxido

Trata-se de uma tecnica que determina todas as substancias, em termos de

miliequivalentes de perdxido por 1000 g de amostra, capazes de oxidar o iodeto de potéssio
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nas condi¢des do teste. Estas substancias sdo comumente consideradas como perdxidos ou
outros produtos simi- lares resultantes da oxidagdo da gordura. E aplicada a todos os 6leos ¢
gorduras normais, incluindo margarina e creme vegetal, porém ¢é suceptivel, logo, qualquer
variagdo no procedimento do teste pode alterar o resultado da analise.

O indice de perdxido, expresso como o nimero de mili-equivalentes de oxigénio ativo
(ou peroxido) por 1000 gramas de gordura, foi determinado de acordo com o método Cd 8-53
da AOCS (2004). Foram pesados Sg do 6leo, depois dissolvidos em 30 mL da solu¢do de 4cido
acético-cloroférmio (3:2 v/v), em seguida se adicionou 0,5 mL de solugdo saturada de iodeto
de potassio. Apds o intervalo de 5 minutos, em que esteve abrigada da luz, foram adicionados
30 mL de 4gua destilada realizando uma titulacdo até que a coloragdo amarela tenha quase
desaparecida, em seguida adicionou-se 0,5 mL de solucdo de amido 1%, a mistura. O iodo
liberado foi titulado com solugdo de tiossulfato de sodio 0,1 mol/L, até a completa perca da
coloragdo azulada. Um teste em branco foi realizado nas mesmas condi¢des descritas, sem a

presenga da amostra.

Calculo

(A-B)xNxfx1000
P

= Indice de peréxido em meq por 1000g de amostra (3)

A =n° de mL da solucao de tiossulfato de sodio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulagao da
amostra

B =n° de mL da solugado de tiossulfato de sddio 0,1 (ou 0,01 N) gasto na titulagcao do
branco

N = normalidade da solu¢ao de tiossulfato de sédio f = fator da solugdo de tiossulfato
de sodio.

P =n° de g da amostra

4.2.4 Saponificaciao

O indice de saponificacdo e tido como a quantidade de alcali necessario para
saponificar uma quantidade definida de amostra. Este método ¢ aplicado a todos os 6leos e
gorduras e expressa o nimero de miligramas de hidroxido de potassio necessario para
saponificar um grama de amostra (AOCS, 1993).

A amostra foi filtrada em papel de filtro para remover impurezas e tragos de umidade

até estar completamente seca. Uma quantidade de amostra foi pesada, de tal modo que sua
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titulacdo corresponda de 45 a 55% da titulagdo do branco. Esta massa normalmente ¢ de (4-5)
g. Adicionou-se entdo 50 mL da solucdo alcoolica de KOH. Um branco foi preparado e o
procedimento analitico foi realizado simultaneamente com a amostra. O condensador foi
conectado ¢ deixado para ferver suavemente até a completa saponificacdo da amostra
(aproximadamente uma hora, para amostras normais). Apds o resfriamento do frasco, a parte
interna do condensador foi lavada com um pouco de dgua. Desconectando do condensador,
fordo adicionados 1 mL do indicador e titulado com a solu¢ao de acido cloridrico 0,5 M até o

desaparecimento da cor rosea.

Calculo

(B-A) x28,06x f
P

= Indice de saponicacio 4)

A = volume gasto na titulagao da amostra
B = volume gasto na titulacao do branco
f = fator da solu¢ao de HC10,5 M

P =n° de g da amostra

4.2.5 Viscosidade

A viscosidade foi realizada em um Viscosimetro Capilar, que ¢ basicamente um tubo
em U, onde um dos seus ramos ¢ um tubo capilar fino ligado a um reservatério superior. Sendo
que o tubo ¢ mantido na vertical e colocou-se uma quantidade conhecida do 6leo no
reservatorio, deixando-o escoar sob a acdo da gravidade através do capilar. A medida da
viscosidade foi calculada pelo tempo que a superficie de liquido no reservatorio demorou a
percorrer o espago entre duas marcas gravadas sobre 0 mesmo.

Numa solugdo o aumento da viscosidade devido ao soluto pode ser expresso pela

viscosidade cinematica: Viscosidade Cinematica:

Calculo
V=K xT &)
T

K==
v
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ncin = ndin/p = kt (Stokes ou mm?/s). Onde: ndin = viscosidade dindmica (Pa.s) p =

densidade do fluido (g/cm?) k = constante geométrica (mm?/s?), t = tempo de escoamento (s)

4.2.6 PetroOxy

O método petroOXY, baseia-se no consumo de oxigénio pela amostra, quando esta ¢
aquecida a uma temperatura de 110 °C sobre pressdo de 700 kPa. O ensaio considera o tempo
necessario para uma queda de pressdo total de 10 % e obtém-se o OIT pela curva pressao x
tempo (GALVAOQ, 2007).

A andlise para determinagao da estabilidade oxidativa do 6leo foi realizada utilizando o
equipamento modelo PetroOxy da petrotest ilustrado na Imagem 2.

Para realizacdo do procedimento foram utilizadas 5 ml do volume do 6leo, sobe uma
pressao de oxigénio puro a 700 kPa, a temperatura ambiente. Depois de ter a pressao
estabilizada, elevou-se a temperatura até¢ 110 ° C. O periodo de inducao oxidativa € determinado
como o tempo necessario para quel 0% da pressao de oxigénio disponibilizada para o teste, seja

absorvida pela amostra.

Imagem 2 - Equipamento PetroOxy da UFPB.

Fonte: Préprio autor, 2019
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4.2.7 Rancimat

Para avaliar a estabilidade a oxidagdo dos 6leos, foi utilizado o equipamento Rancimat,

marca Metrohm, modelo 743, segundo metodologia AOCS Cd 12b-92 ¢ EN 14112, Imagem 3.

Imagem 3 - Equipamento Rancimat modelo 743 da UFPB.

Fonte: Proprio autor, 2019

O equipamento foi usado para avaliar a qualidade dos 6leo e de seus derivados, suas
capacidades de armazenagem e estabilidade que foram verificadas em intervalos freqiientes.

Pelo método ja citado, fez-se uso do equipamento Rancimat, para que o 6leo do babacu
fosse prematuramente envelhecidos pela decomposicao térmica e fluxo de ar. A formacao dos
primeiros compostos do processo de degradag¢do térmica e oxidativo, tais como perdxidos,
hidroperoxidos, aldeidos, cetonas, dentre outros volateis, soprados por um fluxo de ar para
dentro da célula de medicdo abastecida por agua bidestilada, foram detectados pelo aparelho
como aumento na medida da condutividade, mostrando dessa forma o periodo de indugao (PI).

Para que seja considerado estavel, o 6leo deve estar dentro do critério de exposigdo a
programacdo de teste no Rancimat que estipula um periodo minimo de 6,0 horas, de acordo
com a norma EN 14112, j4 as amostras de 6leo que ndo atingiram o periodo de indugdo de no
minimo de 6,0 horas sdo consideradas menos estaveis. (MELO, 2010)

Para se obter os dados referentes a estabilidade oxidativa pelo equipamento Rancimat,
foram envelhecidas 3 g de amostra por um fluxo de ar (10 L/h a 110° C) em uma célula de
medicdo abastecida por agua bidestilada. O periodo de indugdo (PI) foi estabelecido pela

medida da condutividade mostrado na ilustra a Figura 10.
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Figural0 - Esquema basico de funcionamento do Rancimat para o teste de oxidacao
acelerada.

Entrada __
de ar <~ Célulade medicao
|= l}<— Célulade condutividade
A
Solugao de
Amostra e absorgao (agua)
de oleo Uy

¥
Bloco de aquecimento (110 °C)

Fonte: SANTOS, 2008.

4.3 MICRO-ORGANISMOS

O cultivo do Micro-organismo, bem como as fermentagdes em estado sélido (FES) e a
transesterificacdo do 6leo de babacu foram realizadas no laboratério de Microbiologia do
Centro de Desenvolvimento do Semidrido da Universidade Federal de Campina Grande
(CDSA-UFCQG).

A produgdo do extrato bruto foi realizada pela aplicacdo do fungo filamentoso
Aspergillus sp. armazenado na Cole¢ao de Fungos do CDSA/UFCG. O fungo foi isolado a
partir do efluente da Industria Laticinio Monteiro, localizada na cidade de Monteiro-PB, sendo
assim denominado LAT 01. O microrganismo foi selecionado por apresentar um Indice
Enzimatico (IE) de 10,75 em meio sélido, o que o caracteriza como um bom produtor de lipase.
A conservagdo do microrganismo foi realizada em frascos tipo eppendorf, contendo agua

destilada esterilizada (CASTELLANI, 1939), mantidos em temperatura ambiente.
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4.3.1 Reativacio do microrganismo

O fungo Aspergillus sp. (LAT 01) foi reativado a partir de uma aliquota da suspensdo
de esporos que foi transferida para placas de Petri contendo meio de cultura de aveia, Tabela 7.
As placas foram incubadas em Biochemical Oxygen Demand (BOD) a 30°C até preenchimento

das placas (Imagem 4).

Tabela 7 - Composi¢ao do meio de cultura de aveia

COMPONENTE QUANTIDADE

Agar 20g
Farinha de aveia 20g
Agua destilada 1L

Fonte: ROZENDO, 2016

Imagem 4 - Placa de Petri com o microrganismo Aspergillus sp., apoés 120 horas em BOD a
30°C

Fonte: Proprio autor, 2019

4.3.2 Preparo do inéculo

Para a preparacdo do indculo, foi realizado uma suspencdo dos conidios em agua
destilada e, filtrados em algodao e gaze removendo segmentos de hifas. A suspensdo obtida foi
ajustada para a concentracio de 10%.mL™" esporos. A realizagdo da quantificagdo de esporos
contidas na suspensao foi realizada em cdmara de Neubauer. Para inocular o substrato contido

em frascos de Erlenmeyer foram utilizados 1,0 mL dessa suspensao.
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4.4 PRODUCAO DE LIPASES

4.4.1 Preparo do substrato

Os fragmentos das cascas de banana (Musa sp) foram secos em secador solar artesanal,
até massa constante e, posteriormente triturados em liquidificador. O farelo obtido permaneceu

armazenado em recipiente fechado até a utilizagao.

4.4.2 Fermentacio em estado solido (FES)

As FES foram realizadas em frascos de Erlenmeyer de 150 mL contendo 10 g de farelo
de casca de banana umedecidos com agua destilada (40% de umidade), 1% de 6leo residual de
fritura foi utilizado como indutor da atividade de lipase (m/m). Os frascos foram esterilizados
em autoclave a 121 °C e 1 atm, por 40 minutos. Apds o resfriamento, o substrato foi inoculado
com 1 mL da suspensdo de esporos na concentragio de 10% esporos. mL™! e incubado a 28°C.
O cultivo foi interrompido apds 120 horas para extracao das enzimas e avaliagdo das variaveis
pH e atividade enzimatica. Todos os ensaios foram realizados em duplicata. A analise do
crescimento foi determinada por observacao visual durante os ensaios, de acordo com o padrao
adaptado da ASTM (American Society for Testing Materials), Standard Methods G21-90
(1990).

Imagem 5 - Fermentacdo semissolida do farelo da casca de banana em frascos de Erlenmeyer




4.4.3 Extracao das enzimas

Para a obtencdao do extrato enzimatico foi realizada uma adicao de 20 mL de solugdo
tampao fosfato de s6dio 50 mM, pH 7,0 (SANTOS et al., 2012). O contetido de cada frasco foi
homogeneizado manualmente por 5 min, seguido de agitacdo em agitador orbital durante 20
min, a 150 rpm a temperatura ambiente (AMORIM, 2011). O extrato obtido foi filtrado em

papel de filtro qualitativo com auxilio de uma bomba a vacuo e o sobrenadante utilizado para

determinacdo da atividade enzimatica (Figura 11).

Figura 11 - Etapas do processo de extragdo das enzimas lipases

Jr- e

Material
fermentado

Incubacdo em
placa agitadora

Solugdo
extratora

Filtracdoa

Fonte: (ROZENDO, 2016).

4.4.4 Determinacao do teor de umidade

O teor de umidade das amostras foi medido com o auxilio de uma balanga determinadora
de umidade modelo MOC-63U/marca SHIMADZU, sendo utilizados para analise uma amostra

de 0,5 g do material, permanecendo durante 15 min. a 105 °C. O ajuste da umidade da massa

do meio a ser umidificado foi obtido pela Equacao 1.
VAA (g.em™) = mAA = [m;*(U,- U)))/1- U,
Sendo que:
VAA = volume de 4gua a ser adicionada ao meio;
mi = massa do meio a ser umidificado;
U; = umidade do meio;

U = umidade do meio desejada.

(6)
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4.4.5 Determinacio do pH

A determinagdo do pH no extrato bruto obtido, foi realizada em um equipamento

pHmetro devidamente calibrado.

4.4.6 Determinacao da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade lipolitica foi realizada seguindo o método de (PASTORE
et al., 2003; DANTAS; AQUINO, 2010) com modificacdes. O meio de reagdo foi composto
de: 1 mL de extrato enzimatico; 4 mL de tampao fosfato de sédio (pH=7,0, 50 mM) e 1g de
azeite de oliva comercial. Foram emulsionados em frascos Erlenmeyer de 125 mL com auxilio
de aparelho vortice o tampao fosfato e o azeite de oliva. Adicionou-se a este sistema 1 mL de
extrato enzimatico € o sistema foi mantido sob incubagcdo em temperatura ambiente por 30
minutos a 130 rpm. A reacao foi paralisada pela adicao de 15 mL de acetona:etanol (1:1 v/v) e
os acidos graxos liberados foram titulados com solu¢ao de NaOH 0,05M tendo fenolftaleina
como indicador. Preparou-se um branco contendo o mesmo meio de reacdo sem o extrato
enzimatico, o qual foi mantido nas mesmas condigdes descritas anteriormente. O branco
recebeu o extrato enzimatico logo em seguida a adicdo de acetona:etanol e entdo foi titulado.

As etapas do processo sao mostradas na Figura 12.

Figura 12 - Etapas do processo de determinagdo da atividade enzimatica

LE’Q; = A

Meio de Incubacio em Titulacdo dos
reagdo placa agitadora acidos graxos

Fonte: (ROZENDO, 2016).
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Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima
capaz de liberar 1 uM de acido graxo por minuto nas condigdes de reagdo. A atividade

enzimatica no meio de extra¢io pode ser calculada segundo a Equagdo 2 (CORTAS, 2008).

_ (Va~ Vp)*M*1000

U

(7

Sendo:

U = Atividade enzimética da lipase (U.mL™);

Va = Volume de NaOH gasto para titular a amostra (mL);
Vb = Volume de NaOH gasto para titular o branco (mL);
Ve = Volume da amostra (mL);

M = Concentrag¢io da solugdo de NaOH (mmol.mL™);

t = Tempo de reacao (min).

4.5 PRODUCAO DE BIODIESEL

A esterificagdo do acido oléico e a transesterificacao do 6leo de babacu foi realizada via
catalise enzimatica para a produgao de biodiesel utilizando procedimento descrito na literatura
para as diversas lipases comerciais com algumas modificagdes (SHIMADA et al., 1999). Para
o estudo da transesterificacdo enzimatica do 6leo de babagu foi utilizado o extrato enzimatico
bruto produzido a partir do fungo Aspergillu sp. As reagdes foram realizadas em erlenmeyers
de 125 ml com adicao de 6leo de babagu (5,0 g, 5,4 mL) e o extrato bruto enzimatico contendo
lipase (1mL). As reagdes foram executadas em agitador orbital (Tecnal) a temperatura ambiente
a 130 rpm. Apos os periodos de 0, 1, 2 e 3 horas foi adicionado o etanol (15,0 mL) a cada uma
das amostras do experimento realizado em quadruplicata, devido a inibicdo enzimatica causada

pelo alcool.

4.5.1 Separacio do biodiesel do coproduto

O produto da reagdo enzimatica foi separado da glicerina por meio de um funil de
separacdo, que foi deixado em repouso por 24 h. Em seguida, a glicerina, coproduto da reagdo

de transesterificagdo, que se encontrava na fase inferior do funil de separacao foi removida. O
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alcool e o hidréxido que ndo reagiu na reacdo de transesterificagdo foram removidos junto com

a glicerina.

4.5.2 Determinacao de parametros de qualidade do biodiesel

Para a determinagdo das concentragdes das misturas biodiesel:diesel foi utilizado um
espectrofotometro de infra-vermelho (IV) da marca Shimadzu modelo IR Prestige-21, com
reflectancia atenuada (ATR) acoplado, com as seguintes condigdes de analise: Regido 4000 -
600 cm';Resolucdo: 4 cm™; N° acumulagdes: 20; Modo: transmitincia. Para verificar a
qualidade do biodiesel foi realizado espectroscopia no infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR), que permite a determinacdo semi-quantitativa de componentes de uma amostra

ou mistura, esteja ela no estado sélido, liquido, gasoso ou em solug¢do (ndo-aquosa).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

As determinagdes das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo foram necessarias para
verificagao do estado de conservagdo em que a matéria-prima a ser utilizada na reacdo de
transesterificagdo se encontrava, € consequentemente garantir a produ¢do de um biodiesel de
boa qualidade. Embora ndo exista uma especificagao definida para 6leos vegetais destinados a
producdo de biodiesel, considera-se como referéncia a especificacdo dos parametros gerais
definidos pela ANVISA. A Tabela 8 ilustra os dados de analises fisico-quimicas obtidos a partir

das equagdes referidas em cada uma das metodologias utilizadas.

Tabela com caracterizacao fisico-quimica do 6leo de babacu.

PARAMETROS OLEO DE BABACU ANVISA
indice de Iodo (Wijs) 13,30 10-18
Indice de acidez (mg KOH/g 6leo) 0,35 Maéximo de 0,4
indice de peroxido (meq/Kg 6leo) 1,9 Maximo de 10
indice de saponificacio 149 189-195
Viscosidade cinematica 30,38 30

Fonte: Préprio autor, 2019

A estabilidade Oxidativa foi realizada em dois equipamentos sendo eles o PetroOxy e o

Rancimat. A estabilidade térmica e oxidativa do 6leo de coco babagu a 110°C foide 6,40 h para
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o equipamento PetroOxy e 9,18 h para o Rancimat. O Grafico 3 mostra os resultados de analises
de cada amostra de 6leo comprovando que a composicao quimica do 6leo vegetal influencia na
estabilidade a oxidagdo do o6leo vegetal, e consequentemente na estabilidade do Biodiesel
produzido. Além disso, os graficos demonstram que o periodo de indugdo do 6leo antes do
inicio da oxidacdo ¢ um tempo relativamente extenso se comparado com 6leos vegetais brutos
que em geral apresentam periodo de indu¢do muito curto ou apresentam oxidagao desde o inicio

da analise de estabilidade oxidativa.

Grafico 3 - Grafico da estabilidade oxidativa do 6leo babagu realizado

em duplicata no Rancimat.

30

20 ~

Condutividade (uS/cm)
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! ! . :
0 3 6 9
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Fonte: Proprio autor, 2019
OB RI1= Amostra 1

OB R2= Amostra 2

O pH do extrato obtido apds 120 h apresentou valor estavel de 4,76. A produgdo
enzimdtica média nos extratos produzidos por Aspergillus sp foi de 170 U.mL"'. Na Figura 22
¢ mostrado o resultado da titulacdo realizada para determinar a produgdo enzimatica por

Aspergillus sp. em farelo de casca de banana.
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Imagem 6 - Determinacgdo da atividade enzimatica.

Fonte: Proprio autor, 2019

O teste de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
utilizado para verificar a qualidade do produto da transesterificacdo do 6leo de babagu pela
lipase de Aspergillus sp biodiesel foi realizado nos comprimentos de onda entre 500 e 4000 cm”
! para as quadruplicatas (Grafico 4). Um grafico comparativo para anélise é mostrado na figura
24, em que se observa que os grupos funcionais responsaveis pelas bandas de absor¢ao tipicas
dos triacilglicerideos no infravermelho é um sinal de intensidade média proximo de 1000 cm™
caracteristico da deformagao axial do grupo C-O do éster. Bandas intensas com absorbancias
em 2978 cm’! sdo atribuidas respectivamente, as vibragdes de deformacio axial simétrica e
assimétrica dos grupos CH> de 4acidos graxos em tracilglicerideos. Os espectros de
infravermelho das amostras oxidadas revelaram depressdes proximos a 3.300 cm™ indicando a
presenca de hidroperdxidos, os quais sdo normalmente formados durante a oxidagdo. A
presenca de uma banda de absor¢do em 1682 cm™ (vC=0) associada com absorcio entre 1300
e 1000 cm™ (vCO) ¢ indicativa da funcdo éster. As absor¢des entre 1300 ¢ 1100 cm™ (vCO) e
apresenca de banda de absor¢io a 3344 a 3354 cm™ (vO-H) permitem assinalar que a substancia
tem fungdo mista - éster e fenol. A absor¢io em 2970 a 2978 cm! é caracteristica de vCsp3 -H
e as absorgdes em 1660 ¢ em 3354 cm (vCsp2 -H) confirmam a presenga de estrutura
aromética. A absor¢io DE 874 a 864 cm™ (8C-H, ArH) indica o padrio 1,4-dissubstituido,
concluindo-se que as amostras poder corresponder ao 4-hidroxi-benzoato de metila (I) ou ao
monoacetato de hidroquinona (II). Por meio do ponto de fusdo (pf) e pela comparacdo com o
espectro de infravermelho de uma amostra auténtica € possivel concluir que se trata do 4-
hidroxi-benzoato de metila (I). Esses resultados indicam que ndo houve formacao de biodiesel

e que o material analisado ¢ constituido basicamente de etanol, o que pode indicar que a
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quantidade de alcool adicionada ao sistema tenha sido excessiva, impedindo a reagdo

enzimatica.

T (%)
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Grifico 4 - Espectro de infravermelho das quadruplicatas (amostras 00, 01,02 e 03).
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Grifico 5 - Espectro infravermelho comparativos entre as amostras 00, 01, 02 e 03.
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Fonte: Proprio autor, 2019

5.1 DISCUSSAO

De acordo com os parametros indicados pela Resolucao da Diretoria Colegiada - RDC
n°® 270 de 22/09/2005 da ANVISA para 6leos vegetais, os valores do indice de iodo, indice de
acidez, indice de peroxido e viscosidade encontram-se enquadrados nas suas devidas
especificacdes. Embora o indice de saponificacdo esteja abaixo do especificado este ndo altera
significativamente o rendimento em ésteres do biodiesel produzido. Logo, o 6leo de babagu
utilizado € uma boa matéria prima para a produgao de biodiesel. Dessa forma, a matéria prima
apresenta rendimentos em ésteres para a producao do biodiesel, e que este ndo sera afetado por
este fator.

Os resultados alcangados por meio dos equipamentos Petro-OXY e Rancimat indicaram
que o dleo de babagu apresenta boa estabilidade oxidativa e pode ser utilizado na produgdo de
biodiesel, uma vez que o valor minimo para estabilidade térmica e oxidativa para o uso de 6leo
vegetal € de 6 h na producao de biodiesel, de acordo com OCS Cd 12b-92 (AOCS — American
Oil Chemists’ Society), ISO 6886, CDM.
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A atividade de lipase do extrato bruto de Aspergillus sp apresentou atividade alta e
adequada para a producdo de biodiesel, mostrando que o extrato em condi¢des favoraveis pode
ser utilizado em processos de esterificacdo e transesterificacdo, segundo Andrade et al. (2012),
que consideram como uma alta atividade lipolitica valores acima de 60 U.mL™.

Apesar da qualidade do 6leo de babagu e da alta atividade enzimatica, a auséncia de
biodiesel pode na producdo ter ocorrido pela falta de controle da temperatura, que pode ter

impedido a enzima de agir na transesterificacao.
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6 CONCLUSOES

O 6leo de babagu obtido apresenta caracteristicas apropriadas para a producao de
biodiesel;

O extrato bruto de Aspergillus sp apresentou quantidade de lipase suficiente para
realizagdo da esterificacdo e transesterificagao;

No entanto o processo utilizado necessita de ajustes, como controle de temperatura,
imobiliza¢do da enzima e dosagem do etanol a ser adicionada ao sistema.

Como sugestao para novas trabalhos, seria interessante a experimentagdo para controle
e determinacao da temperatura, bem como o uso de diferentes tipos de fungos da colecao do

laboratdrio de microbiologia do CDSA.
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