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RESUMO

O biodiesel enzimatico, alternativo aos processos catalisados
guimicamente, torna-se atrativo ao utilizar matérias-primas de baixo
custo como a gordura abdominal de frango (GAB) juntamente com a
aplicacdo das lipases livres que apresentam um menor valor de mercado,
satisfatéria velocidade de reacdo e mesmo a possibilidade de reuso. O
objetivo do trabalho foi determinar as condi¢des otimizadas afim de obter
0 maior teor de ésteres metilicos e etilicos a partir da gordura abdominal
de frango utilizando a lipase livre NS 40116, em sistema livre de solvente,
via transesterificacdo e hidroesterificacdo enzimatica. Assim, foram
realizados estudos cinéticos para investigar a reacao de transesterificagdo
metilica utilizando a lipase livre NS 40116 sem e com a presenca de agua,
diferentes concentracfes da enzima livre NS 40116 no meio reacional
(0,1, 0,3 e 0,7%), diferentes temperaturas (30, 35 e 45 °C), diferentes
razdes molares (1:3, 1:4,5 e 1:6 gordura:metanol) e diferentes formas de
adicdo do metanol (1, 3 e 6). No processo de transesterificacdo etilica
utilizou-se a metodologia do planejamento Plackett-Burmann para avaliar
o efeito das variaveis temperatura (°C), razdo molar GAB:etanol, razdo
molar GAB:agua, concentracdo enzimatica (% m/m) e agitacdo (rpm)
sobre a conversdo do processo. O processo de hidroesterificagdo metilica
utilizou o planejamento 22 e avaliou o efeito das variaveis: razdo molar
GAB:metanol e razdo molar GAB:agua. Um estudo cinético da reacdo de
hidroesterificacdo enzimatica via rota etilica também foi conduzido. A
gordura abdominal de frango possui massa molar de 861,05 g.mol™,
indice de acidez de 0,705 mg KOH.g?, e indice de peroxido de 2,32
mEq.103.g%. O caldo enzimatico da lipase NS40116 tem
aproximadamente 50% de agua livre, apresentando uma atividade
hidrolitica de 5,36 U.mL™. Nas condi¢des otimizadas da reacdo de
transesterificacdo catalisada pela lipase NS 40116 a partir da gordura
abdominal de frango obteve-se 76,85% de conversdao em oito horas,
sendo: 0,3% (m/m) de lipase NS 40116, 2% (m/m) de agua, razdo molar
de 1:4,5 gordura:metanol adicionados em 3 fragcdes iguais nas trés
primeiras horas, temperatura de 30 °C e agitacdo de 250 rpm. Em 24 horas
a reacdo via transesterificacdo etilica conduziu a uma conversdao em
ésteres de 72,04%, enquanto na hidroesterificacdo metilica foi possivel
obter 89,04%. Na hidroesterificacdo etilica a presenca ou auséncia de
agua no hidrolisado influenciou o tempo nas reagdes de esterificagdo. A
presenca de agua no hidrolisado permitiu a maxima obtencédo do teor de
ésteres etilico (59,30%) e em menor tempo de reacdo (4 horas). Na



auséncia de agua notou-se a inatividade da lipase com consequente
reducdo na producao de ésteres etilicos (12% em 24 horas). O uso da GAB
e da lipase livre NS40116 na producdo de ésteres de &cidos graxos
mostrou respostas satisfatérias com potencial para aplicagéo industrial.

Palavras-chave: Transesterificagdo enzimatica. Hidroesterificacdo
enzimatica. Residuo. Gordura abdominal de frango. Lipase livre
NS 40116. Metanol. Etanol.



ABSTRACT

Enzymatic biodiesel, as an alternative biodiesel obtained by chemical
route and alternative to petroleum fuel, becomes attractive by using low-
cost raw materials such as abdominal chicken fat (GAB) and a low-cost
free enzyme, satisfactory reaction speed and even the possibility of reuse.
In this sense, the main goal of this work was to optimize enzymatic
biodiesel synthesis in order to obtain highest methyl and ethyl esters
content from abdominal chicken fat by using free NS 40116 lipase as a
catalyst in a solvent-free system enzymatic transesterification and
hydroesterification. With this purpose, kinetics studies were carried out
to investigate the reaction of methyl transesterification associated with
NS 40116 enzyme without and with the presence of water, by evaluating
NS 40116 enzyme concentration (0.1, 0.3 and 0.7%), temperature (30, 35
and 45 °C), molar ratio GAB to methanol (1: 3, 1: 4.5 and 1: 6) and
different forms additions of methanol (1, 3 and 6 shots). In order to
evaluate the variables, temperature (°C), molar ratio GAB to ethanol,
molar ratio GAB to water, enzymatic concentration (% m/m), and
agitation (rpm). The methyl hydroesterification process used the 22
planning and evaluated the effect of the variables: molar ratio GAB to
methanol and molar ratio GAB to water. A Kinetic study of the
hydroesterification reaction via ethanol route was also conducted.
Abdominal chicken fat was characterized through molar mass (861.05
g.mol?), acid (0.705 mg KOH.g), and peroxide index (2.32 mEQ.103.g"
). The lipase enzyme broth NS 40116 has approximately 50% of free
water presenting a hydrolytic activity of 5.36 U.mL. Under optimized
conditions of enzymatic transesterification reaction catalyzed by NS
40116 using abdominal chicken fat, 76.85% of conversion was obtained
in eight hours, under conditions of 0.3% (w/w) NS 40116 lipase, 2%
(w/w) water, 1:4.5 molar ratio GAB to methanol added in 3 shots at 30°C
and 250 rpm. In 24 hours the reaction via ethyl transesterification gave
72.04% of esters, while the methyl hydroesterification was possible to
obtain 89.04%. In the case of ethyl hydroesterification, the presence or
absence of water in the hydrolysate influenced the time in the
esterification reactions. The presence of water in the hydrolysate allowed
the highest ethyl ester content (59.30%) and the lowest reaction time (4
hours). And without the presence of water, the inactivity of the lipase was
observed, with a consequent reduction in the production of ethyl esters
(12% in 24 hours). The use of GAB and free lipase in the production of



fatty acid esters showed satisfactory responses with potential for
industrial application.

Keywords: Enzymatic transesterification. Enzymatic
hydroesterification. Residue. Abdominal chicken fat. Enzymatic
biodiesel. NS 40116 enzyme. Methanol. Ethanol. Experiment planning
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

LIPASE NS40116 COMO CATALISADOR NA REAC;L&O DE
TRANSESTERIFICACAO E HIDROESTERIFICACAO DE
GORDURA ABDOMINAL DE FRANGO

*Produzir uma energia renovavel empregando
residuos industriais como substrato;

*Reduzir os custos do processo ao utilizar matéria-
prima e enzima de baixo custo;

«Investigar o potencial da lipase NS 40116 para a
producéo do biodiesel.

*Né&o constam na literatura trabalhos que realizem a
hidroesterificacdo enzimatica simultaneamente;

«Existem poucos trabalhos na literatura que utilizam
gordura abdominal de frango como substrato para
producéo de biodiesel;

*N&o héa relatos de trabalhos de hidroesterificacéo
enzimatica a partir de gordura abdominal de frango
utilizando a lipase NS 40116 em sua forma livre e
imobilizada.

* A lipase pode ser inativada pelo alcool?

+A lipase tem capacidade de hidroesterificacdo e/ou
transesterificacdo?

+Qual a interferéncia do glicerol?

*Método de caracterizagdo da matéria-prima (perfil
de é&cidos graxos, acidez e indice de peroxido);
*Método de atividade de hidrolise e esterificacdo da
lipase;

«Cinética de transesterificagdo, em modo batelada;
+Otimizacéao das condigdes de processo para a reagdo
de hidroesterificacéo;

«Cinética de hidrolise (batelada) e esterificacdo
(batelada);

«Quantificacdo dos ésteres nor cromatoarafia aasosa.

*Determinar as caracteristicas da gordura abdominal
de frango;

«Determinar a atividade hidrolitica da lipase;

«Determinar as condi¢cBes experimentais que

Resposta correspondam ao maior teor de ésteres metilicos e

etilicos em reacdo de transesterificacdo e em reagdo

de hidroesterificacdo em dois passos.
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1 INTRODUCAO

No final do século XIX, o engenheiro mecanico Rudolf Christian
Karl Diesel desenvolveu o primeiro motor a “diesel” do mundo, um motor
a pistdo abastecido com 6leo de amendoim. Apds patentear o motor
desenvolvido, Diesel apresentou sua pesquisa na Exposi¢do de Paris em
1900 (SHAY,1993). A pesquisa de Diesel que no primeiro instante
mostrou-se promissora, atenuou-se devido as vantagens do diesel; ao
longo do século XX, o biodiesel atraiu a atencdo de pesquisadores devido
a sua capacidade de substituir os combustiveis fésseis uma vez que estes
emitem gases que agravam o efeito estufa. Problematicas que envolvem
0 petréleo, como o esgotamento de sua reserva, a instabilidade do prego
e a instabilidade politica que algumas regides produtoras vivem sdo
fatores que incentivam a pesquisa de novas fontes de energia sustentavel
(CESAR; BATALHA, 2008; ROSSET et al., 2011).

Nesse contexto, 0 interesse na producdo do biodiesel aumentou por
ser um combustivel sustentavel e biodegradavel, o qual é considerado
uma energia alternativa, advindo de fontes renovaveis (WIDYAN;
SHHYOUKH, 2002) como: 6leos vegetais (soja, algodao), 6leos vegetais
residuais, gorduras animais (bovinos, suinos e frangos), algas, dentre
outros (SARANTOPOULOS et al., 2014). Além das vantagens
apresentadas acima, a producao do biodiesel gera novos empregos na sua
cadeia produtiva enfatizando a sua importancia social na comunidade,
principalmente as relacionadas com a agropecuaria.

Os incentivos & producdo de biodiesel com as politicas
governamentais implementadas no Brasil, aliados ao surgimento das
matérias-primas de baixo custo, e da demanda pelo biodiesel aumenta a
perspectiva de crescimento do setor com o passar do tempo
(BERGMANN et al., 2013).

Matérias-primas advindas de gorduras animais de baixa qualidade,
de baixo custo e em abundancia, como os residuos de 6leos vegetais e as
gorduras animais, ganham destaque pois sdo responsaveis por reduzir o
custo total de producdo do biodiesel ja que sdo duas ou trés vezes mais
baratas quando comparadas com os 6leos vegetais refinados (SHIN et al.,
2012), conseguindo agregar valor a sua cadeia produtiva, e também a
reducdo da poluigdo ambiental.

A gordura abdominal de frango, considerada um subproduto da
indUstria de alimentos e muitas vezes tratada como um residuo, é uma
matéria-prima que se assemelha com os 6leos vegetais por ser composta
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principalmente pelos acidos graxos insaturados linoleico e oleico (CHIU;
GIOIELLE, 2002).

Uma alternativa para a producgéo do biodiesel é pela via enzimatica,
pouco utilizada nas industrias devido ao elevado custo do processo e a
instabilidade de lipases em solventes organicos. Apesar das barreiras
citadas, a utilizagdo das enzimas apresenta como vantagens a
possibilidade de reutilizagdo em mais de um ciclo e a redugdo de
poluentes ao final do processo, sendo considerada uma energia limpa
(FJERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009).

As lipases sdo enzimas de grande interesse industrial pelo seu alto
potencial biotecnolégico, destacam-se por sua versatilidade ao catalisar
reacGes de hidrdlise, transesterificacdo, hidroesterificacdo, esterificacao,
interesterificacdo, entre outras (SANCHEZ et al., 1996). Empregadas em
processos biotecnoldgicos sdo responsaveis por atuar na interface 6leo
agua, uma vez que os substratos sdo caracteristicamente insolUveis em
agua (NAVARRO; BRACE, 1997). As lipases podem estar na forma livre
ou imobilizadas. O uso de lipases livres se mostra atraente pois apresenta
um menor custo e maior velocidade de reacdo quando comparada com
lipases imobilizadas (REN et al., 2011).

A lipase NS 40116 é um caldo enzimatico obtido a partir do
microrganismo Thermomyces lanuginosus modificado geneticamente,
ainda ndo disponivel para comercializagdo, e apresentada aos
pesquisadores como uma enzima especifica para matérias-primas de alto
teor de acidos graxos livres (AGL), a qual mantém sua atividade na
presenca de agua.

Para a producdo de biodiesel comumente utiliza-se a reacéo de
transesterificacdo, ou seja, quando um 6leo (vegetal, animal ou residuo)
reage com um &lcool, produzindo éster e glicerol. (MARCHETTI,
MIGUEL; ERRAZU, 2007; GUAN; KUSAKABLE; SAKURAI, 2009).
A hidroesterificacdo, por exemplo, é um importante processo para a
producdo do biodiesel, tendo como vantagem a utilizacdo de matérias-
primas de alto teor de &cidos graxos e umidade. Ela engloba a reacao de
hidrélise do 6leo vegetal/animal seguida da reacdo de esterificacdo. Esta
é responsavel por produzir ésteres metilicos/etilicos que utiliza como
substrato os &cidos graxos gerados na reacdo de hidrdlise e um alcool de
cadeia curta (MACHADO et al.,, 2015; AGUIEIRAS et al., 2104,
CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2011).

Tendo como base o exposto acima, um dos grandes desafios na era
dos biocombustiveis é tornar a producéo do biodiesel enzimatico técnica
e economicamente viavel. A utilizacdo de uma matéria-prima de baixo
custo como a gordura abdominal de frango, associado com a utilizag&o de
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tecnologias enzimaticas, especificas para matérias-primas de alto teor de
acidos graxos livres, demonstra potencial de crescimento da producéo de
biodiesel enzimatico, apresentando uma importante contribuicdo a area.

1.1 OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo geral determinar as
condicdes otimizadas para obter o maior teor de ésteres metilicos e
etilicos a partir da gordura abdominal de frango utilizando a lipase livre
NS 40116, em sistema livre de solvente, via reagdo de transesterificagdo
e hidroesterificacéo.

1.1.1  Objetivos especificos

> Caracterizar a gordura abdominal de frango;

> Avaliar a reacdo de hidrolise da gordura abdominal de frango
utilizando a lipase NS 40116 livre;

> Investigar a transesterificacdo da gordura abdominal de frango
utilizando a lipase NS 40116 livre para a producdo de ésteres
metilicos de cidos graxos, através da avaliacdo das variaveis de
processo (concentracdo do catalisador, temperatura, razdo molar
6leo/metanol, efeito da concentracdo de agua, efeito de adicdes
fracionadas do alcool);

> Otimizar a hidroesterificacdo da gordura abdominal de frango
utilizando a lipase livre NS 40116 para a producdo de ésteres
etilicos de &cidos graxos, através da avaliagdo das varidveis de
processo (concentracdo do catalisador, temperatura, razdo molar
o6leo/etanol, razdo molar dleo/agua, velocidade de agitacéo);

> Otimizar a reacdo de hidroesterificacdo da gordura abdominal de
frango utilizando a lipase livre NS40116 para a produgao de ésteres
metilicos de acidos graxos, por meio da avaliacdo das variaveis de
processo (razdo molar 6leo/metanol, razdo molar éleo/agua);

> Avaliar a reacdo de hidroesterificacdo da gordura abdominal de
frango utilizando a lipase livre NS40116 para a producdo de ésteres
etilicos de acidos graxos em diferentes concentragfes enzimaticas.

> Avaliar a influéncia da 4agua no hidrolisado nas reages de
esterificacdo sem o glicerol, produto da reacéo de hidroélise.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresentard uma breve revisdo sobre os aspectos
gerais da matéria-prima utilizada (gordura abdominal de frango),
envolvendo o cenario mundial da producdo da carne de frango. Além
disso, mostrard uma revisao ao que se refere a producdo de biodiesel,
iniciando-se pela definicdo do biocombustivel, a insercdo deste no
mundo, principalmente a producéo de biodiesel. Por fim, sera explanado
sobre enzimas e sua inser¢do no sistema de producdo de biodiesel por
transesterificacdo e hidroesterificacéo.

2.1 PRODUGAO DA CARNE DE FRANGO

A producdo mundial da carne de frango, no ano de 2017 foi de
90,72 milhdes de toneladas, esse valor indica um aumento de 1,68 % em
relacdo ao ano de 2016. Em 2017, os Estados Unidos produziram
18,696 milhGes de toneladas e se mantiveram como maior produtor
mundial, seguido do Brasil, da Unido Europeia e da China (USDA, 2018).
O Brasil como segundo maior produtor da carne de frango (13,15 milhdes
de toneladas) superou a Unido Europeia e a China em 9,96 e 11,79 %,
respectivamente (Figura 1) no ano de 2017 (USDA, 2018).

Figura 1 - Produgdo mundial de carne de frango nos anos de 2016, 2017

e uma previsao do ano de 2018.
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Fonte: Adaptado do USDA, 2018. *Valor estimado.

No mesmo ano de 2017, o Brasil foi considerado o maior
exportador de carne de frango com 3,85 milhdes de toneladas de carne de
frango e estima-se que em 2018 esse valor supere 4,15 milhdes de
toneladas. Os estados que se destacaram na exportacdo da carne de frango
foram Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e S&o Paulo
(EMBRAPA, 2017).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA, 2015) o aumento da producéo de frangos se deve
a qualidade, a sanidade e ao pre¢o dos produtos, que sdo advindos de
investimentos no setor quanto as novas tecnologias, aos novos
equipamentos, as dietas balanceadas, ao melhoramento genético para o
crescimento rapido do animal, & eficiéncia alimentar e ao rendimento da
carne de frango.

2.2 CARNE DE FRANGO

A carne de frango quando comparada com a carne suina e a carne
bovina é considerada mais saudavel por conter baixo teor de lipideos e
uma alta quantidade de acidos graxos insaturados (LEESON et al., 1999;
BONOLLI et al., 2007). A Tabela 1 mostra a composi¢do centesimal da
carne de frango. Entretanto, a carne de frango é a segunda mais
consumida, sendo a carne de porco a primeira. De acordo com a USDA
(2018), o consumo mundial da carne de frango no ano de 2018 devera
apresentar um aumento de 0,57%, em relacdo ao ano de 2017 (88,56
milhdes de toneladas). Os paises que lideram o ranking de consumo da
carne de frango sdo os Estados Unidos (15,64 milhGes de toneladas), a
China (11,47 milhdes de toneladas), a Unido Europeia (11,23 milhdes de
toneladas) e o Brasil (9,31 milhGes de toneladas).



Tabela 1 — Tabela de composigdo centesimal da carne de frango.

Umidade 66,5 %
Valor energético 226 Kcal = 947 KJ
Carboidratos 00g
Proteinas 1649
Lipideos 17,3¢g
Colesterol 85 mg
Fibra alimentar N&o se aplica
Cinza 0,79
Célcio 6 mg
Sodio 63 mg

Fonte: TACO, 2011.
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A qualidade da carne, o teor de gordura abdominal do frango e o
perfil de acidos graxos dessa gordura (Tabela 2) estdo diretamente ligados
a composicdo da dieta do frango, a idade 6tima de abate, ao cruzamento
genético das ragas de frango de corte e ao sexo, uma vez que as fémeas
possuem mais gordura abdominal do que os machos (RYMER; GIVENS,
2005); os produtores de frangos de corte através das caracteristicas citadas
acima buscam o crescimento rapido das aves e com baixa quantidade de

gordura abdominal.
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Tabela 2 - Perfil de &cidos graxos da gordura abdominal (% do total de
acidos graxos) de frangos de corte.

Acidos Graxos (%)
C14:0 — miristico 0,6
C16:0 — palmitico 24,7
C16:1 — palmitoléico 7.1
C18:0 — estearico 6,0
C18:1 - oléico 434
C18:2 — linoléico 17,2
C18:3 —linolénico 1,0

Fonte: Adaptado de CHIU; GIOIELLI; GRIMALDI, 2008.

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuadria -
Embrapa (1996) os frangos de corte sdo abatidos aos 42 dias de idade
guando atingem o peso aproximado de 2,35 Kg, com conversdo alimentar
de 1,84 Kg, a gordura abdominal corresponde a 2,0 a 2,5% do peso total
da carcaca. A Figura 2 mostra um comparativo sobre a quantidade de
gordura abdominal de apenas um frango com o quanto isso representa,
em quantidade de gordura abdominal, na producéo de frangos, no Brasil,
em 2015, supondo 2,3% de gordura abdominal (valor intermediario ao
citado na literatura Gioielli e Chiu (2002)).

Figura 2 - Rendimento da gordura abdominal de frango.

9,31 milhdes de
toneladas de

1 Frango de corte

frangos de corte
(Brasil)

* 0,0541 Kg de gordura
abdominal (2,3% do

« 503 mil toneladas de
peso total)

gordura abdominal

A gordura abdominal de frango é composta principalmente pelos
acidos graxos: palmitico, linoleico e oleico, e por possuir em sua
composi¢do mais de 50% de &cidos graxos insaturados, a gordura é
semissélida & temperatura ambiente (20-25 °C). A gordura abdominal é
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considerada um subproduto na industria de alimentos, sendo usado
principalmente como ingrediente de racdes e de embutidos, bem como
em caldos desidratados, em p6s para sopa e patés e também para producéo
de biocombustiveis, como por exemplo, o biodiesel. Nos abatedouros
pequenos essa mesma gordura abdominal de frango é descartada
juntamente com as visceras ndo comestiveis, penas, sangue, 0SSOS
guebrados entre outros, sendo tratados como residuo. Os residuos gerados
totalizam 30% do peso da ave viva, e a gordura do frango (pele, gordura
abdominal de frango) é responsavel por 11,3% (Tabela 3) (CHIU;
GIOIELLE, 2002; GIOIELLI; CHIU, 2002; GOMES et al., 2006).

Nao foram encontrados trabalhos de producdo de biodiesel
enzimatico a partir da gordura abdominal de frango. Entretanto, Zanetti
(2012) investigou a producdo de biodiesel a partir da gordura abdominal
de frango utilizando a catalise basica. Para esse método de producdo a
matéria-prima mostrou-se viavel uma vez que ndo foi necessario o seu
pré-tratamento e atendeu aos padrées exigidos pela Agéncia Nacional do
Petréleo Gas Natural e Biocombustivel (ANP).

Tabela 3 — Residuos gerados no processamento de aves.

Partes %
Sangue 2,4
Penas 6,3
Visceras ndo comestiveis 7.3
Gordura 11,3
Quebra (0ss0s, residuos e rejeitos) 2,7

Fonte: Adaptado de GOMES et al., 2006.

2.3 BIODIESEL

O biodiesel é definido como éster alquilo de acido graxo obtido a
partir de 6leos comestiveis (6leo de soja, 6leo de girassol, dleo de semente
de algodao e 6leo de canola), ndo comestiveis (6leo de farelo de arroz,
6leo de pinhdo manso, 6leo de microalgas), gorduras animais (banha de
porco, sebo, gordura de frango) e Oleos residuais (WIDYAN;
SHHYOQUKH, 2002). As matérias-primas mais utilizadaS para a
producdo do biodiesel sdo os 6leos comestiveis, estes sdo responsaveis
por cerca de 70% do custo total, considerado o fator limitante. A
utilizacdo de 6leos residuais e gorduras animais sdo uma alternativa para
essa problemaética.
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Os Oleos e gorduras ndo podem ser utilizados como
biocombustiveis, pois sdo de 10 a 17 vezes mais viscosos que o diesel,
causando danos aos motores. Para alcancar uma viscosidade préxima ao
do diesel é necessario a conversdo quimica do éleo ou gordura por
esterificacdo ou transesterificacdo. A transesterificacdo, principalmente
alcalina, é o processo mais utilizado industrialmente, outros métodos
cataliticos tais como o acido, enzimatico, ou supercritico estdo sendo
estudados (DEMIRBAS, 2007; KISS; DIMIAN; ROTHENBERG,
2006).

O uso do biodiesel é responsavel pela reducdo da dependéncia
energética do petroleo, gera emprego e renda no campo, e reduz a emisséo
de gases poluentes. Este biocombustivel é seguro de usar, manusear e
transportar devido ao seu alto ponto de inflamag&o; e ainda, possui um
alto poder lubrificante consequentemente o0 aumento da vida Util do motor
(ANASTOPOULOS et al., 2001; DUBE; TREMBLAY; LIU, 2007).

As probleméticas do biodiesel podem variar conforme a matéria-
prima utilizada para a producéo do biodiesel possuindo relagdo direta com
0s custos de producdo, bem como os problemas com o motor ao longo do
tempo (AGARWAL, 2007; DEMIRBAS, 2007, QUINTELLA et al.,
2007).

2.3.1 Programas de Incentivo a producdo de biodiesel no
Brasil

Durante a década de 1940 o Brasil comecou a exploragéo de novas
energias a partir de 6leos e gorduras em motores de combustdo interna a
fim de diminuir os impactos causados pela Segunda Guerra Mundial. As
crises internacionais do petrdleo na década de 1970 e 1990, tiveram um
grande impacto na economia mundial e, consequentemente, na economia
brasileira. Nesse contexto, a preocupac¢do com a disponibilidade, com o
custo dos derivados de petroleo e com a consciéncia ambiental,
estimularam a necessidade de investigar fontes alternativas de energia
(CESAR BATALHA, 2010).

Na década de 1970, foi langado no Brasil os programas Proalcool
e Prodiesel para superar esses periodos de crise. Em 1980, o programa de
Producio de Oleos Vegetais para fins Energéticos - PROOLEO, foi
criado pela Comissdo Nacional de Energia (CNE) e estabelecida pela
Resolugdo n° 7 de 22 de outubro de 1980. O principal objetivo dessa
Resolucao era adicionar 30% (v/v) de 6leos vegetais ou de derivados no
diesel, ou seja, substituir parcialmente o diesel visando a longo prazo uma
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substituicdo completa. O programa foi abandonado, em 1986, apds a
queda dos precos do petrdleo (CESAR; BATALHA, 2010; ITURRA,
2003).

Data-se que a partir do ano 2000 o governo brasileiro mostrou um
novo interesse no tema sobre combustiveis renovaveis por meio de
iniciativas como a Rede de Pesquisa e Desenvolvimento Tecnoldgico
(PROBIODIESEL), estabelecido pela portaria n® 702 de 30.12.02, o
Programa de Biomassa Energética em Assentamentos do INCRA na
Amazo6nia (PROBIOAMAZON ), instituido pela Portaria Interministerial
de 11.0.2001, e o Termo de Cooperacdo Técnica para implantacdo do
projeto-piloto de exploragcdo da cultura do dendé no assentamento de
Reforma Agréria Taruma-Mirim (Manaus-AM), em 2001 (ITURRA,
2003).

O governo brasileiro criou iniciativas de incentivo a producao de
biodiesel através da implementacdo do Programa Nacional Producéo e
Uso de Biodiesel (PNPB), o qual tem como objetivo promover o0 uso e a
producdo de biodiesel de forma sustentavel com enfoque na incluséo
social e no desenvolvimento regional, por meio da geracdo de emprego e

renda.

O PNPB ¢ responsavel por incentivar os pequenos agricultores
(agricultura familiar) a produzirem matérias-primas para a producdo de
biodiesel, através de linhas especiais de crédito, assisténcia técnica para a
producdo, bem como a venda das matérias-primas. E os produtores de
biodiesel que compram essa matéria-prima recebem o “Selo Social” um
certificado emitido pelo Ministério do Desenvolvimento Agrério (MDA),
com o Selo Saocial ¢ possivel obter beneficios fiscais do Governo Federal,
como a reducdo de impostos e linhas de créditos com baixas taxas e
participacdes em leildes de compra e venda de biodiesel (MATTEI,
2008).

Por meio da Lei n°®11.097 de 13 de janeiro de 2005 o Governo
Federal introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira, a lei que
nos seus trés primeiros anos estabeleceu a adi¢ao obrigatéria de 2% (v/v)
de biodiesel ao diesel (B2) e ap6s esse periodo o percentual minimo
obrigatdrio foi fixado em 5% (v/v) de adicdo de biodiesel ao diesel (B5).
Esta lei foi revogada pela lei 13.033 de 2014.

A Lei n°13.033 de 24 de setembro de 2014 tornou obrigatéria a
adicdo de 7% (v/v) de biodiesel ao diesel (B7) a partir do dia 1 de
novembro de 2014. Esta mesma lei ainda aborda sobre as matérias-primas
utilizadas no biodiesel a qual estas devem ser preferencialmente
produzidas pela agricultura familiar. E conforme a Lei n°13.623/2016
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torna-se obrigatoria a adicdo de 8 % (v/v) de biodiesel ao diesel até margo
de 2017. O Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE) antecipou
em 1 ano (marco de 2018) a autorizagdo da mistura de 10% de biodiesel
(B10) ao diesel mineral afim de trazer beneficios na economia, no meio
ambiente e para reforcar a forca do Brasil no mercado de
biocombustiveis.

2.4 PRODUGCAO DE BIODIESEL

Os Estados Unidos é o maior produtor mundial com 5,5 bilhGes de
litros de biodiesel, seguido do Brasil com 3,8 bilhdes de litros de
biodiesel, e os paises Alemanha, Indonésia e Argentina, ambos
produziram 3,0 bilhdes de litros de biodiesel produzidos no ano de 2016.
A alta produtividade do biodiesel nesses paises é advinda de politicas
implantadas por seus governos por meio de incentivos fiscais e com a
obrigatoriedade da adigdo do biodiesel ao diesel, o que aumenta a
demanda por esse produto (STATISTA, 2016). A producdo mundial de
biodiesel é mostrada na Figura 3.

Figura 3 - Producdo mundial de biodiesel no ano de 2016.
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Fonte: Adaptado de Statista, 2016.
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De acordo com a Agéncia Nacional do Petr6leo - ANP (2016), o
Brasil encerrou 0 ano de 2017 com 51 plantas de biodiesel autorizadas
para operar com a capacidade de mais de 20 22,29 mil m3.dia. As plantas
autorizadas a operar com as maiores capacidades situam-se nos estados
de Goiés, de Mato Grosso e do Rio Grande do Sul; e as de menores
capacidades no Rio Grande do Norte, em Ronddnia e no Rio de Janeiro.
A capacidade autorizada que as indUstrias tém para produzir € um fator
importante porque é através dela que se consegue apoio do BNDES
(Banco Nacional de Desenvolvimento Econémico e Social) para
financiamentos, o0 que impulsiona a economia local.

A evolucdo da producdo de biodiesel foi a partir de 2006, ano
gue o governo j& havia autorizado o uso do biodiesel no diesel. No ano de
2008 foi obrigatério a adicdo de 2% de biodiesel ao diesel, 0 chamado
B2, esse fato é marcado com o aparecimento da demanda compulsoria,
fator esse que conduz a producdo de biodiesel, e é o que impulsiona os
aumentos da producdo nos anos subsequentes, com destaque para 0 ano
de 2010 e de 2014, com a obrigatoriedade da adi¢do do biodiesel B5 e B7,
respectivamente (Figura 4).

Figura 4 - Evolucdo anual da producdo de biodiesel, da demanda
compulséria de biodiesel e da capacidade autorizada pela ANP.
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Fonte: ANP, 2018.

No ano de 2017 o volume de biodiesel produzido no Brasil foi
de mais de 4,29 milhdes m3 de biodiesel, sendo cerca de 11,42% maior
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gue no ano de 2016. As regiGes Centro-oeste e Sul se destacam com a
producdo de 1,89 e 1,76 milhdes m?3, respectivamente, juntas elas
representaram 85,25% da producdo brasileira no ano de 2017 (Figura 5)
(ANP, 2018).

Figura 5 - Producdo por regido brasileira de biodiesel em 2017.
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Fonte: Adaptado da ANP, 2017.

Os estados do Rio Grande do Sul, do Mato Grosso e de Goiés
foram os trés maiores produtores de biodiesel, em 2015, em volume
produziram mais de 1,1 milhGes m3, 845 mil m3 e 695 mil m3,
respectivamente. Esses estados possuem a maior capacidade de operagédo
autorizada (ANP, 2016).

A principal matéria-prima utilizada para a producdo de biodiesel é
0 0Oleo de soja, seguido da gordura bovina e do 6leo de algoddo e em
menos de 6% foi utilizada a gordura de porco, o 6leo de fritura, a gordura
de frango, 6leo de palma/dendé e outros materiais graxos. A Figura 6
exemplifica as matérias-primas mais utilizadas para a producdo de
biodiesel na regido Sul do pais no ano de 2017 (ANP, 2018).
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Figura 6 - Matérias-primas utilizadas para producdo de biodiesel na
regido Sul em 2017.
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Fonte: Adaptado de ANP, 2017.
2.5 ENZIMAS

As enzimas sdao moléculas de proteina, glicoproteina, ou de RNA
obtidas de fontes como células de plantas e animais e microrganismos,
responsaveis por catalisar reagdes bioldgicas (ROLAND, 1981).

As enzimas sdo uma alternativa aos processos quimicos uma vez
gue apresentam elevada velocidade de reacdo, utilizam de condicdes
brandas de processo, em algumas rea¢@es podem catalisar as reaces nos
dois sentidos e sdo seletivas quanto ao tipo de reagdo que catalisam
(PAQUES; MACEDO, 2006).

As enzimas apresentam uma variada aplicabilidade como na
sintese de farmacos, detergentes, surfactantes, produtos agroquimicos,
biodiesel, cosméticos, aromas, laticinios, entre outros (JAEGER;
EGGERT, 2002; SHARMA; CHISTI; BANERJEE, 2001).

251 Lipase
As lipases sdo enzimas de grande interesse industrial pelo seu

alto potencial biotecnoldgico, classificada como hidrolases (triacilglicerol
acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) (BROCKMAN, 1984), destacando-se por sua
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versatilidade ao catalisar reacdes de hidrolises, transesterificacdo,
interesterificacdo, entre outras (SANCHEZ et al., 1996).

Segundo o microbiologista Christiaan Eijkman, diferentes cepas
podem produzir e secretar as lipases (JAEGER; EGGERT, 2002) e podem
ser produzidas por microrganismos (fungos e bactérias), animais
(pancreética, hepatica e gastrica) e plantas. As mais utilizadas na inddstria
sdo as de origem fungica e bacteriana (ARPIGNY; JAEGER, 1999),
devido ao baixo custo de producdo e facil modificacdo genética
(RANGANATHAN; NARASIMHAN; MUTHUKUMAR, 2008).

Segundo Pandey, Soccol e Mitchell (2000) e Sharma, Chisti e
Banerjee (2001) a producdo das lipases microbianas acontece
principalmente por fermentacdo submersa, pois comparada com a
fermentacdo em estado sélido, apresenta uma melhor homogeneidade do
meio de cultura, e tem-se uma maior capacidade de controlar os
pardmetros, como o pH e a temperatura.

As lipases podem ter massa molecular de 19,6 a 75 kDa, atuar em
pH na faixa entre 4 e 9 e em temperaturas de ambiente até 70 °C.
Entretanto, sua termoestabilidade varia em funcdo da origem, sendo as
lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica
(JAEGER; REETZ, 1998).

Empregadas em processos biotecnoldgicos sdo responsaveis por
atuar na interface O6leo-agua, uma vez que o0s substratos sdo
caracteristicamente insolGveis em agua (NAVARRO; BRACE, 1997). O
mecanismo de ativacdo interfacial das lipases é dividido em duas
vertentes: (1) o substrato é ativado na presenca de uma interface dleo/agua
e (I1) a lipase recebe uma mudanca conformacional para uma forma
ativada quando em contato com a interface 6leo/dgua (MALCATA et al.,
1992). Os motivos do seu uso nos processos biotecnoldgicos sdo devidos
a sua estabilidade em solventes organicos, por ndo necessitar de cofatores
e por possuirem uma alta especificidade (estereosseletividade,
regiosseletividade e quimiosseletividade) (JAEGER; REETZ, 1998).

No mercado as lipases estdo disponiveis em sua forma livre ou
imobilizada. A lipase livre é comercializada em p6 (liofilizada) ou liquida
(caldo enzimatico). A lipase livre em po é obtida através da liofilizacdo e
é pouco empregada nos processos biotecnoldgicos em larga escala, pois
apresenta grande risco a salide, uma vez que o p6 ao ser inalado pode
causar reacOes alérgicas (NIELSEN; BRASK; FJERBAEK, 2008). Como
alternativa mais segura e mais barata, emprega-se o caldo enzimatico, que
contém estabilizante (por exemplo, o glicerol ou o sorbitol) e conservante
(por exemplo, o benzoato de metila) para evitar a desnaturagdo proteica e
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o0 crescimento microbiano, respectivamente (AGUIEIRAS; OLIVEIRA;
FREIRE, 2015; NIELSEN; BRASK; FJERBAEK, 2008).

A aplicacdo das lipases livres em processos biotecnolégicos
revela-se atraente, pois apresenta um menor preco da enzima, mais rapida
velocidade de reacdo quando comparada com lipases imobilizadas e
assim como as lipases imobilizadas é possivel o reuso através da
utilizacdo de membranas (REN, 2011), ou pela retirada da fase densa no
reator (glicerol, enzima, produtos ndo reagidos) (NIELSEN; BRASK;
FJERBAEK, 2008). Apesar do baixo preco da enzima livre em relagdo a
enzima imobilizada, a baixa estabilidade operacional pode aumentar o
custo do processo (AGUIEIRAS; OLIVEIRA; FREIRE, 2015; YAN et
al., 2014). Outras desvantagens quanto ao uso das lipases livres sdo em
relacdo ao uso de solventes organicos e condicBes extremas de processo,
por exemplo, pH e temperatura, fatores estes que ocasionam a
desnaturagdo da lipase (YAN et al., 2014).

2.6 TIPOS DE REACOES DE PRODUCAO DE ESTERES DE
ACIDO GRAXO

2.6.1 Transesterificacao

A transesterificacdo é o processo comumente utilizado para a
obtencdo de biodiesel. O processo converte triglicerideos em ésteres de
acidos graxos e, para que este seja completamente convertido séo
necessarios trés moles de alcool (1 mol de triglicerideo para 3 moles de
alcool), essa proporgdo varia em diferentes sistemas. O processo de
transesterificacdo é reversivel e o equilibrio do processo é deslocado para
a formacdo do produto utilizando alcool em excesso ou pela remogéo
continua do produto. A Figura 7 representa um esquema geral da reacéo
de transesterificacdo, quando um triglicerideo (6leo vegetal, animal ou
residuo) reage com um alcool (ex. metanol), formando éster de acido
graxo e glicerol.
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Figura 7 — Reacdo de transesterificagéo.
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Fonte: Wordpress, 2018.

Abaixo (Tabela 4) estdo apresentados trabalhos que utilizaram a
reacdo de transesterificacdo utilizando catalisador enziméatico em sua
forma livre.
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2.6.2 Hidroesterificagao

A hidroesterificacdo é um importante processo para a producédo do
biodiesel, sendo alternativo ao processo de transesterificacdo onde tem
como vantagens a utilizacdo de matérias-primas de elevada acidez e
umidade, ou seja, matérias-primas de baixo custo (KABBASHI et al.,
2015).

A hidroesterificagdo engloba a reagdo de hidrolise do o6leo
vegetal/animal produzindo acidos graxos e glicerol. A partir dos acidos
graxos livres (AGLs) gerados na hidrolise juntamente com um alcool de
cadeia curta so responsaveis por produzirem ésteres metilicos/etilicos e
agua através da reacdo de esterificagdo. Na Figura 8 esté representado o
esquema de producdo de ésteres através da reacdo de hidroesterificacdo
(MACHADO et al., 2015; AGUIEIRAS et al., 2104; CAVALCANTI-
OLIVEIRA et al., 2011; ARANDA, et al., 2009).

Figura 8 - Esquema de producéo de éteres de acidos graxos através da
reacdo de hidroesterificagéo.

Hidrolise Glicerol

Acidos graxos
livres

Esterificacio
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Fonte: Adaptado de ENCARNACAO, 2008.
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A reacdo de hidrélise que ocorre na presenca de um catalisador e
agua aumenta propositadamente a acidez da matéria-prima justificando o
uso de éleos e gorduras de alto teor de acidos graxos livres, essa rea¢éo
também & responsavel por produzir um glicerol mais puro, sem
contaminacdo, quando comparado ao processo de transesterificacdo. Na
Figura 9 encontra-se a reacao de hidrdlise do triglicerideo.

Figura 9 — Reacdo de hidrdlise do triglicerideo.
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Fonte: Adaptado de Fernandes (2002).

A hidrdlise do 6leo quando realizada por catalisadores quimicos
necessita de altas temperaturas e pressdes, como consequéncia podem
ocorrer reagdes indesejaveis como oxidacdo, desidratacdo dos &cidos
graxos livres ou interesterificacdo de triglicerideos. Em contrapartida, as
reacOes catalisadas por lipases necessitam menos energia, tém elevada
seletividade, alta pureza do glicerol e ainda os processos enzimaticos sao
menos poluentes que 0 processo quimico, pois as enzimas Sdo
biodegradaveis (SATYARTHIA; SRINIVASA; RATNASAMYB,
2011).

A reacdo de esterificacdo é um processo de obtencdo de ésteres a
partir do acido graxo livre (AGL) e um alcool de cadeia curta com a
formagdo de &gua como subproduto, catalisados por bases, acidos ou
enzimas (KIM et al., 2004). O éalcool adicionado é responsavel por
neutralizar a acidez gerada pela reacéo anterior (ENCARNAGCAO, 2008).
Em termos de velocidade de reacéo, a reagéo de esterificagdo acontece de
forma mais rapida em relagdo a reacdo de transesterificacao, por exemplo:
a explicacdo esta na relacdo estequiométrica na reacdo de esterificacdo
que é de 1:1 (AGL:alcool), enquanto que na transesterificacdo essa
relacéo é de 1:3 (triglicerideo:metanol), ou seja, necessita-se romper trés
ligacdes do triglicerideo para a formacédo do éster, esta ainda apresenta
como desvantagem o glicerol como subproduto (NEVES, 2008).

A Figura 10 mostra a representacdo da reacao de esterificacdo onde
pode-se notar que esta reacdo é reversivel, 0 4cido catalisa tanto a reacéo
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direta (esterificacdo) como a reacdo inversa (hidrolise do éster), para
deslocar o equilibrio na formagdo do produto pode-se remover um dos
produtos de preferéncia a agua, ou utilizar o alcool em excesso, esse é 0
método mais utilizado. Os alcoois mais utilizados sdo os de baixo peso
molecular (metanol e etanol), sendo metanol o mais usado devido ao seu
baixo preco (NEVES, 2008).

Figura 10 - Representacdo da reacdo de esterificacao.
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Fonte: CONSTANTINO et al., 2004.

Os fatores que influenciam a eficiéncia da esterificacdo enzimatica
sdo as enzimas (tipo, método de preparacdo e concentracdo), tempo,
temperatura, e pH da reacéo; razdo molar dos substratos; e do tipo de
alcool, velocidade de mistura, a presenca de impurezas, € o0 teor de agua
no meio da reagdo (POURZOLFAGHAR et al., 2016). Todos esses
fatores sdo pertinentes na transesterificacéo e hidroesterificagao.

As lipases catalisam a transformacdo de ambos os AGLs e
acilglicerois aos ésteres metilicos, e utilizam temperaturas mais baixas do
gue em meio alcalino ou acido (30-40 °C). Além disso, a purificacdo do
biodiesel enzimatico ¢ mais facil, mais barata e implica um consumo
inferior de agua, porque nem alcalis ou &cidos necessitam ser separados,
apenas o0 excesso de alcool e o glicerol. O glicerol também é facilmente
recuperado num elevado grau de pureza (sem misturar com bases ou
acidos), e com maior valor agregado. Por outro lado, se é utilizada a lipase
imobilizada a separacdo da mistura reacional e do catalisador é simples
((FUKUDA; KONDO; NODA, 2001).

As reagBes de transesterificacdo e hidroesterificacdo podem
ocorrer pela via quimica e/ou via enzimatica. Na reacdo por via
enzimética ndo é necessario o pré-tratamento da matéria-prima, uma vez
gue a reacdo ndo é propensa a formacdo de sabdo, e permite-se
reutilizacdo do catalisador, e ao final da reacdo obtém-se um produto de
alta pureza, e glicerol isento de sal (MACHADO et al., 2015). O emprego
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das lipases como catalisadores nesse tipo de reacdo apresenta como
vantagens elevada seletividade, especificidade, elevada pureza dos
produtos (glicerol e ésteres), condicfes brandas de processo e o0s residuos
gerados sdo facilmente tratados, como exposto na Tabela 5 (AGUIEIRAS
etal., 2014).

Tabela 5 - Comparacdo das reacBes de transesterificacdo e
hidroesterifica¢do pela via quimica e enzimatica.

Via quimica Via enzimatica
CondlgoeNS de Rigoroso Branda
operacao
Residuos Requer tratamento Biodegradaveis
Reutilizacdo do < :
catalisador Nao Sim
Tempo de processo Curto Longo
Matéria-prima Qualquer Qualquer
A N&o atua sobre 0 Pode inativar o
Alcool . .
catalisador catalisador
Custo Baixo Alto

A instabilidade e/ou inativacdo das lipases na presenca dos alcoois
de cadeia curta como metanol, etanol, propanol, e butanol, pode ser
evitada por meio da adigdo gradual dos alcoois, sendo eficaz para a
producdo do biodiesel (SHIMADA et al., 2002). O metanol e o etanol séo
frequentemente utilizados na producdo do biodiesel, principalmente o
metanol, devido a sua disponibilidade e ao seu baixo preco, j& que é um
alcool advindo de uma fonte féssil, o petr6leo, considerada ndo-renovavel
(FUKUDA; KONDO; NODA, 2001; SHIMADA et al., 2002). Esse fator
torna o etanol atraente ja que ele é advindo de fontes renovaveis,
reduzindo as emissdes de gases geradas pelos motores dos veiculos, além
de possuir outras carateristicas desejaveis como a baixa toxicidade e o
baixo preco.

A problematica da aplicagdo industrial do processo de
transesterificacdo e hidroesterificacdo enzimatica na producdo do
biodiesel é o tempo de reacdo relativamente longo, o alto custo das
enzimas disponiveis no mercado, e a eficiéncia destas na conversdo em
ésteres metilicos (HAMA; KONDO, 2013). Ha enzimas em fase de
estudo que superam as dificuldades citadas acima, como a lipase livre
NS 40116 e a Eversa®.
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A implantagdo de uma planta industrial de biodiesel que se utiliza
0 processo de transesterificacdo e hidroesterificacdo enziméatica mostra-
se viavel, apesar do alto investimento inicial (49,6 milhdes de dolares),
guando comparada com uma planta industrial de transesterificagdo
alcalino (19,3 milh@es de délares) (ENCARNACAO, 2008). Jegannathan
et al. (2011) mostraram que o custo de producdo de biodiesel por
catalisador alcalino foi menor ($ 1166,67/ ton) do que 0 processo
catalisado por lipases solveis ($ 7821,37/ ton) e imobilizadas ($ 2414,63/
ton). Ao se utilizar matérias-primas e enzimas de baixo custo, e se
reutilizar as enzimas em dois ciclos, o custo de produgdo de biodiesel
seria de 0,95 centavos por litro, sendo considerado um valor aceitavel e
competitivo (CAVALCANTI-OLIEVEIRA et al., 2014).

Foram encontrados alguns estudos sobre a hidroesterificacdo em
duas etapas (hidrolise e esterificacdo separadamente), na qual em um dos
processos utiliza catalisador enziméatico em sua forma livre (Tabela 6).
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2.7 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Com base no exposto ao longo deste capitulo, pode-se observar
gue as agroindlstrias de aves encaram 0 residuo gorduroso como
problema econémico para a empresa e ambiental para a sociedade, estas.
O biodiesel, por exemplo, € uma alternativa economicamente rentavel, e
gue surgiu como alternativa viavel aos combustiveis fosseis.

O biodiesel enzimatico apresenta como vantagem ser uma
tecnologia limpa, entretanto de alto custo de producédo. A utilizacdo de
lipases comerciais livres surge como alternativa de baixo custo, e com
desempenho semelhante aos obtidos com enzimas comerciais
imobilizadas.

A literatura apresenta poucos trabalhos para a producdo de
biodiesel enzimatico utilizando lipases em sua forma livre e ndo ha relatos
de biodiesel produzido a partir de gorduras animais utilizando lipases
livres, bem como n&o hé relatos sobre a producdo de biodiesel catalisado
pela lipase livre NS 40116 a partir de gordura abdominal de frango.

A relevancia do trabalho deve-se a aplicabilidade da lipase
comercial livre NS 40116 na producdo de biodiesel a partir de residuo
agroindustrial, a gordura abdominal de frango, no que se refere ao seu
potencial em utilizar matérias-primas de alto teor de acidos graxos e dgua
e a otimizacdo das condigcbes experimentais por meio de cinéticas e
planejamento de experimentos.
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3 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos aplicados
para a realizagdo dos experimentos. O trabalho foi realizado no
Laboratorio de Engenharia Bioguimica (ENGEBIO) e na Central de
Anélises, do Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de
Alimentos (EQA), da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

3.1 MATERIAL
Os materiais utilizados durante o trabalho estdo listados a seguir.
3.1.1 Matéria-prima

A matéria-prima utilizada como fonte de triglicerideos foi a
gordura abdominal de frango bruta, gentilmente cedida pela BRF- Brasil
Foods S.A., localizada no municipio de Chapecé - SC. A gordura
congelada foi transportada em caixa de isopor para a Universidade
Federal de Santa Catarina, no Laboratério de Engenharia Bioquimica
(Engebio) - Departamento de Engenharia de Alimentos e Engenharia
Quimica, localizado no municipio de Floriandpolis - SC.

A extracdo da gordura abdominal de frango foi realizada utilizando
a metodologia de fritura descrita por Sheu e Chen (2002), com
modificagcdes no tempo de fritura, sendo necessario um aumento de 22
minutos no tempo de extracdo da gordura. A matéria-prima, gordura
abdominal de frango bruta, mostrada na Figura 11, foi colocada em uma
panela e aquecida no fogdo, a fim de extrair a gordura aderida a parede
abdominal, por aproximadamente 30 minutos. O processo de extracdo foi
encerrado quando se notou uma reducéo no tamanho e uma mudanca na
coloragdo da parede abdominal. Foi possivel obter em 1 Kg de gordura
abdominal bruta um rendimento de 0,67 Kg de gordura (67%) e 0,19 Kg
(19%) de residuo (parede abdominal).



58

Figura 11 — Processo de obtencédo da gordura abdominal de frango.

=

Gordura abdominal de frango bruta;

Gordura abdominal de frango bruta no Gordura abdominal de frango
fogdo; semissolida.

Fonte: SILVA, 2015.

3.1.2 Enzima

A lipase NS 40116 é um caldo enziméatico obtido a partir do
microrganismo Thermomyces lanuginosus modificado geneticamente, e
foi gentilmente cedida pela empresa Novozymes Latin América Ltda
(Araucéria-PR).

3.1.3 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes para a caracterizacdo do
perfil de acidos graxos:

" Solugéo metandlica de hidréxido de sodio (NaOH) 0,5 N;
" Solugéo metandlica de triofluoreto de boro (BF3) 14%;
. Heptano;

Solucédo saturada de cloreto de sodio;

Sulfato de sédio.
Para a determinacéo do indice de acidez foram usados os seguintes
reagentes:

" Etanol (95% de pureza, Vetec);
] Fenolftaleina;
" Hidroxido de potassio (Vetec).

Foram utilizados, para a determinagdo do indice de perdxido, os
seguintes reagentes:
" Acido acético:cloroformio (3:2 v/v);
" lodeto de potassio;
. Agua destilada;
] Tiossulfato de sédio hidratado;
" Solucdo indicadora de amido.
Para a determinacdo do teor de 4gua pelo método de Karl Fischer
foram usados 0s seguintes reagentes:
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" Solucéo Karl Fischer (Merck);
" Metanol anidro.

Foram utilizados para a determinacdo da atividade hidrolitica da
lipase NS 40116 os seguintes reagentes:

. p-Nitrofenil palmitato (p-NPP);
" Etanol (95% de pureza, Vetec);
" Tampéo fosfato 0,05 M pH 7,0;

Carbonato de sédio (Na2COs).
Foram utilizados os seguintes reagentes para a determinacdo dos
AGLs da gordura abdominal de frango:

. Agua destilada;

. Etanol (95% de pureza, Vetec);
. Hidroxido de sodio (NaOH);

. Fenolftaleina.

Para a obtencdo das curvas cinéticas de transesterificagdo e
hidroesterificacdo foram utilizados:

" Gordura abdominal de frango;
. Metanol;
" Agua destilada;

Heptadecanoato de metila (99% de pureza, Sigma-Alderich).

3.2 CARACTERIZACAO DA GORDURA ABDOMINAL DE
FRANGO

3.2.1  Perfil de &cidos graxos

A determinacdo do perfil de acidos graxos seguiu as normas da
AOCS Ce 2-66, sendo a analise realizada em um cromatografo gasoso. O
resultado para perfil de acido graxo é expresso em relagdo a porcentagem
da area do pico. Essa analise foi realizada no Laboratério de Grasas y
Aceites da Faculdade de Quimica da Universidade La Republica
(UDELAR) no Uruguai. O Apéndice A apresenta a descricdo do
procedimento analitico utilizado.

3.2.2 Indice de acidez
O indice de acidez da gordura abdominal de frango foi

determinado segundo metodologia AOCS Cd 3d-63 e representa a acidez
do meio, devido a presenca de acidos graxos livres.
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Em um Erlenmeyer de 250 mL foi pesada 3 g de gordura
abdominal de frango, em seguida adicionou-se 40 mL de etanol
previamente neutralizado, essa mistura foi homogeneizada e acrescentou-
se 3 gotas do indicador fenolftaleina 1%, este fez-se necessério para
indicar o ponto de viragem (mudanca de cor) na titulagdo com solugédo
padronizada de KOH 0,1 M. Os resultados foram expressos como indice
de acidez, calculado pela Equacéo 1:
IA = MMkoH * \I/nKOH * CkoH

(Equacéo 1)

Em que, IA é o indice de acidez (mg KOH.gl), MMkon € a
massa molar de KOH (56,1 g.mol™), Vkon é 0 volume gasto na
titulagdo da amostra (mL), Ckon € a concentracdo de KOH da

solugdo (mol.L), m é a massa da amostra utilizada na titulagio

(9).

3.2.3 Indice de peroxido

O indice de peroxido foi determinado de acordo com a
metodologia AOCS Cd 8-53. Por meio desse método foi possivel avaliar
0 teor de oxidacdo da matéria-prima estudada.

Em um Erlenmeyer pesou-se 5 g de gordura abdominal de frango
e adicionou-se 30 mL de solugdo de acido acético:cloroférmio (3:2 v/v).
A solucdo foi agitada em uma chapa magnética, e apds adicionou-se 0,5
mL da solucédo saturada de iodato de potéssio. A mistura permaneceu em
repouso por um minuto com breves agitacfes (15 segundos), em seguida
adicionou-se 30 mL de agua destilada.

A mistura foi titulada com tiossulfato de sddio hidratado 0,1 N até
que a cor amarela esmaecesse, depois adicionou-se 2 mL de solucéo
indicadora de amido e, novamente, titulou-se com tiossulfato de sddio
hidratado 0,1 N até que a cor amarela esmaecesse. Os experimentos foram
realizados em triplicata. O indice de perdxido foi calculado de acordo com
a Equacéo 2:

IP = (Vamostra—Vbranco)-N-1000

(Equacéo 2)

My

Em que, IP é o indice de peréxido (miliequivalente de peréxido 1000 g
1), Vamostra € 0 volume gasto na titulacdo da amostra (mL), Vbranco € 0
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volume gasto na titulagdo do branco (mL), N é a normalidade da solucéao
de tiossulfato de sddio hidratado, m, é a massa da amostra (g).

3.3 CARACTERIZACAO DA LIPASE NS 40116

De acordo com Price et al. (2016) a NS 40116 é um caldo
enzimatico obtido a partir do microrganismo modificado geneticamente
de Thermomyces lanuginosus. Ainda em fase de estudos, devera ser
lancada no mercado com baixo preco e especifica para producdo de
biodiesel de matérias-primas com alto teor de acidos graxos livres.

3.3.1 Quantificacdo do teor de agua do caldo enzimatico da
lipase NS 40116

Os métodos descritos abaixo de quantificagdo do teor de agua,
umidade e Karl-Fisher, foram utilizados para determinar a quantidade de
agua livre no caldo enzimatico.

Umidade

O método baseia-se na perda de massa da amostra através da
remogdo de agua, sendo recomendado aplicar em amostras liquidas.
Pesou-se 5 g da amostra (caldo enzimatico da NS-40116) em uma placa
de Petri, previamente dessecada durante 1 hora, e levou-se para a estufa,
em temperatura constante de 105 °C. A amostra foi retirada ao atingir
uma massa constante (Af). Para as pesagens foi necessario retirar a
amostra e esfria-la em dessecador. Os experimentos foram realizados em

triplicata.
U= Ai—fAf

x 100 (Equacéo 3)

Em que, U é a umidade (%), Ai é o massa da amostra (g) e Af é a massa
da amostra seca (Q).

Karl-Fisher

O método baseia-se na reducéo do iodo e didxido de enxofre, com
simultaneo consumo de agua, ou seja, 0 método € utilizado para medir o
teor de agua presente na amostra. Para a analise foi usado um titulador
manual, modelo Q349-2 da marca QUIMIS. Como titulante foi utilizada
solucdo de Karl-Fischer (Merck), composta por uma solucdo de iodo e
dioxido de enxofre em metanol anidro. Primeiramente adicionava-se ao
copo do reator o metanol, em quantidade que cobrisse as pontas do
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eletrodo de platina, em seguida titulava-se com solucdo de Karl-Fischer
até o indicador do aparelho indicar a cor vermelha. A seguir foi realizada
a fatoracdo com agua para verificar o fator de correcdo, segundo a
equacéo abaixo:

F. = w (Equacio 4)

Em que, Fc é o fator de correcdo; M, € a massa da amostra (g); V é o
volume gasto de Karl-Fischer (mL).

Com o fator de correcdo determinado, dava-se continuidade as
analises das amostras. A amostra a ser analisada foi pesada e adicionada
ao frasco onde esta 0 metanol anidro. O indicador do aparelho estara
verde indicando que esta molhado, entéo é titulado com solugéo de Karl-
Fischer até o indicador ficar vermelho indicando a secagem do material.
A partir da massa de amostra e o valor gasto da solucéo pode ser realizado

o célculo segundo a Equagcéo 5:
VxFc

Chyo (% %) = (Equagdo 5)

10% M,

Em que: Chzo € 0 teor de agua na amostra (%, m/m); V é o volume gasto
da solucdo de Karl-Fischer (mL); Fc é o fator de correcdo, M, é a massa
da amostra (g).

3.3.2  Atividade hidrolitica da lipase NS 40116

A atividade hidrolitica da enzima livre NS 40116 foi medida
utilizando uma solugdo de 0,5% de p-nitrofenil palmitato (p-NPP) em
etanol. Em um tubo falcon de 15 mL foi adicionado 0,1 mL de enzima, 1
mL da solugdo p-NPP e 1 mL de tampdo fosfato 0,05 M pH 7,0, a mistura
foi colocada em banho termoestatizado por 5 minutos a 30 °C. Apds, a
mistura foi retirada e adicionado 2 mL de solucdo de carbonato de sédio
(Na.COs) 0,5 N afim de frear a reacdo, em seguida foi centrifugada
(marca Sigma Laboratory Centrifuges, modelo 4 K 15) por 10 minutos a
10.000 rpm. Retirou-se 0,5 mL do sobrenadante e adicionou 4,5 mL de
tampdo fosfato para a leitura da absorbancia no espectrofotémetro (BEL
Photonics®, modelo Spectrophotometer SP 1105) no comprimento de
onda de 410 nm. Os resultados foram obtidos em triplicata. Uma unidade
de atividade enzimatica (U) foi definida pela quantidade de enzima que
catalisa a producéo de 1 umol de p-nitrofenol por minuto sob as condic6es
experimentais (adaptado de CHIOU; WU, 2004).
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3.4 HIDROLISE DA GORDURA ABDOMINAL DE FRANGO
CATALISADA PELA LIPASE NS 40116

A hidrdlise da gordura abdominal de frango foi medida através da
acidez do meio devido a presenca de acidos graxos livres.

Os experimentos foram realizados em Erlenmeyers aletados de
250 mL com tampas rosqueaveis, e as condicdes reacionais foram
definidas a partir dos estudos anteriores desenvolvidos no grupo Biodiesel
da Universidade Federal de Santa Catarina (REMONATTO et al., 2016;
ZENEVICZ et al., 2015), entretanto, utilizou-se um excesso de dgua a fim
de garantir que a hidrélise ocorresse. A incubadora orbital (shaker) foi
utilizada com rotagdo de 250 rpm, & 35 °C, nas condicfes experimentais
de 100 g de gordura abdominal de frango, 0,3% (m/m de GAB) da lipase
NS 40116 e 4% de agua. As amostras foram retiradas nos tempos de 15,
30, 45, 60, 90 e 120 minutos. Ap0s a incubagdo, realizou-se a medicao de
acordo com o item 3.1.3.

35 SINTESE ENZIMATICA DE ESTERES DE ACIDOS
GRAXOS

35.1 Estudo cinético da reacdo de transesterificagdo
enzimatica na producao de ésteres metilicos

Os experimentos para a producdo de ésteres metilicos foram
realizados em uma incubadora orbital (shaker) (Tecnal, modelo TE-424),
com controlador de temperatura e agitacdo. Os experimentos foram
realizados em Erlenmeyers aletados de 250 mL com tampas rosqueaveis,
as cinéticas foram destrutivas e realizadas em duplicata, com agitacéo de
250 rpm e em sistema livre de solventes organicos. Os tempos avaliados
foram 1, 2, 3, 4, 6, 8, 12, 14, 16, 20 e 24 horas. A Figura 12 descreve 0
fluxograma geral das reacfes de transesterificacdo para a producdo de
ésteres metilicos de &cido graxo.
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Figura 12 — Fluxograma geral das reac¢Ges de transesterificacdo para a
producéo de ésteres metilicos de acidos graxos.
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As condigBes reacionais avaliadas nos estudos cinéticos foram
baseadas em resultados prévios obtidos nos estudos do grupo de pesquisa
Biodiesel (REMONATTO et al., 2016), relativos a producdo de ésteres
de acidos graxos utilizando lipases livres. Assim, foram investigados o
comportamento da NS 40116 em meio reacional com a presenga ou ndo
de agua (2 e 0% (m/m)), em diferentes concentracfes da NS 40116 (0,1,
0,3 e 0,7% (m/m)), em diferentes temperaturas (30, 35 e 45 °C), em
diferentes razfes molares (1:3, 1:4,5 e 1:6 gordura:metanol) e em
diferentes nimeros de adi¢des de metanol (1, 3 e 6).

3.5.1.1 Estudo cinético para avaliar o comportamento da lipase na
presenca de agua

Inicialmente, realizou-se uma cinética para determinar o
desempenho da lipase NS 40116 na reacéo de transesterificacdo, para isso
em uma cinética ndo houve adicdo de 4gua e em outra foi adicionado 2%
de agua (m/m de gordura). As condi¢des experimentais de 0,3% (m/m de
gordura) de lipase NS 40116, 1:3 razdo molar gordura:metanol,
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adicionados em seis fragdes iguais durante as seis primeiras horas, a
35°C.

3.5.1.2 Estudo cinético para investigar diferentes concentracdes da
enzima NS 40116

A cinética foi realizada para comparar as diferentes concentragdes
da NS 40116 de 0,1, 0,3 e 0,7% (m/m). As condi¢Bes experimentais
utilizadas foram de 2% (m/m de gordura) de agua, 0,7% (m/m de gordura)
de lipase livre NS 40116 e razdo molar de 1:3 gordura:metanol
(adicionados em seis fragfes iguais durante as seis primeiras horas) a
35 °C.

3.5.1.3 Estudo cinético para avaliar diferentes temperaturas

A cinética foi realizada para avaliar o comportamento da lipase
NS 40116 em diferentes temperaturas (30, 35 e 45 °C). As condicdes
experimentais utilizadas foram 2% (m/m) de &gua, 0,3% (m/m) de enzima
livre (NS 40116) e razdo molar de 1:3 gordura:metanol (adicionado em
seis fracGes iguais durante as seis primeiras horas).

3.5.1.4 Estudo cinético para estudar diferentes raz6es molares

A cinética foi realizada para avaliar o comportamento da lipase
imobilizada NS 40116 em diferentes razdes molares gordura:metanol
(2:3, 1:4,5 e 1:6) adicionados em seis fracOes iguais durante as seis
primeiras horas. As condi¢Bes experimentais utilizadas foram de 0,3%
(m/m) da lipase NS 40116, 2% (m/m) de 4gua, & 30 °C.

3.5.1.5 Cinética para avaliar diferentes adi¢cdes de metanol

A cinética foi realizada para avaliar o comportamento da lipase
imobilizada NS 40116 em adic¢des fracionadas de metanol de 1, 3 e 6
adicGes, durante as primeiras horas. As condi¢des experimentais de 0,3%
(m/m) da lipase NS 40116, 2% (m/m) de &gua, razdo molar de 1:4,5
gordura:metanol a 30 °C; agitacdo de 250 rpm, em sistema livre de
solvente.

Ao final de todas as reagdes, as amostras foram transferidas para
um tubo falcon e centrifugadas a 6000 rpm por 10 minutos para separar 0
éster metilico do glicerol, do catalisador e dos substratos que ndo foram
consumidos totalmente.
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3.5.2 Otimizacdo da reacdo de transesterificacdo enzimatica
para a producao de ésteres etilicos

A sintese enzimatica para obtencdo de ésteres etilicos de &cidos
graxos foi realizada pela transesterificacdo da gordura abdominal de
frango com alcool etilico catalisada pela lipase comercial livre NS 40116
em sistema livre de solvente organico. Para tanto, foram avaliadas as
variaveis de processo (temperatura (°C), razdo molar (gordura/alcool e
gordura/agua), concentracdo enzimatica (% m/m) e agitacdo (rpm)) por
meio do planejamento experimental sequencial, utilizando a matriz do
tipo Plackett-Burman com triplicata do ponto central. O tempo de reacao
foi baseado nos ensaios para producdo de ésteres metilicos de acidos
graxos e mantido fixo em 4 horas (item 3.5.1).

Seguido da metodologia do composto central rotacional (DCCR)
22 para avaliar o efeito da temperatura e da razdo molar gordura:agua,
com 3 pontos centrais e 4 pontos axiais. A Tabela 7 apresenta as variaveis
e niveis estudados, com os parametros fixados: razdo molar (1:3 gordura
para etanol), concentracdo enzimética (0,5 % m/m) e agitacéo (150 rpm).
Os niveis das variaveis investigadas foram baseados no planejamento
Plackett-Burman.
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Tabela 7 — Variaveis independentes da matriz do planejamento dos
experimentos para a obtencdo de ésteres etilicos a partir da gordura
abdominal de frango e etanol por transesterificagdo enzimatica utilizando
a lipase NS 40116 em sistema livre de solvente organico.

Varidveis Nivels
1° Planejamento de experimentos
-1 0 1
Temperatura (°C) 35 45 55
Razédo molar gordura: etanol 1:3 1:4,5 1:6
Raz&do molar gordura: 4gua 1:2,5 1:3 1:45
Concentracdo enzimatica
(% m/m) 0,1 0,3 0,5
Agitagdo (rpm) 150 200 250
2° Planejamento de experimentos
-1,41 -1 0 1 1,41
Temperatura (°C) 20,9 25 35 45 49,1

Razdo molar gordura: agua 1:3,09 1:35 145 1:5,5 1:5,9

A analise estatistica relacionada com os efeitos estimados de cada
variavel e otimizagdo dos processos foi realizada através do erro padréo
relativo entre os dados experimentais, com 95% de significancia. Todas
as analises foram realizadas utilizando o software Statistica versdo 7.0
(Statsoft Inc., USA).

Afim de validar o modelo empirico foi realizada uma cinética na
melhor condicdo observada (0,5 % da lipase livre NS 40116 (m/m em
relacdo ao substrato), razdo molar de 1:5.5 gordura:agua, razdo molar de
1:3 gordura para etanol adicionados em trés fra¢6es iguais durante as trés
primeiras horas e 150 rpm). A partir da condigdo otimizada a reagéo foi
avaliada em diferentes concentrac@es enzimaticas (0,1, 0,3 e 0,5 %).
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3.5.3 Hidroesterificacdo enzimatica

Os procedimentos experimentais realizados nessa etapa foram
divididos em duas etapas: hidrolise e esterificacdo enzimatica em modo
batelada (Figura 13).

Figura 13 — Fluxograma da reacdo de hidroesterificagéo.
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Agua*- Agua ndo reagida; GAB*- Gordura abdominal de frango néo
reagida; S*- Lipase livre NS40116, agua e gordura abdominal de frango
ndo reagida.

Hidroesterificacdo via rota metilica

A sintese enzimética para obtencdo de ésteres metilicos de &cidos
graxos foi realizada pela transesterificacdo da gordura abdominal de
frango com alcool metilico catalisada pela lipase comercial livre
NS 40116 em sistema livre de solvente orgénico.

Através do planejamento Fatorial completo (DCC) (22), com
duplicata dos ensaios e triplicata do ponto central, avaliou as variaveis de
processo razdo molar (gordura para metanol e gordura para gua).

O processo de hidroesterificacdo enzimatica foi baseado nos
estudos acima (item 3.5.1 e 3.5.2). O tempo de hidro6lise foi fixado em 2
horas. A esterificacao foi iniciada em seguida, por 4 horas, com o metanol
adicionado em trés fragdes iguais durante as trés primeiras horas. Foram
fixados a concentra¢do enzimdtica (0,3 % (m/m de gordura) de lipase
livre NS 40116), temperatura (30 °C) e agitagdo (250 rpm). A Tabela 8
mostra as variaveis e 0s niveis correspondentes.
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Tabela 8 - Estudo das varidveis independentes da matriz do planejamento
dos experimentos para a obtencdo de ésteres metilicos a partir do residuo
da gordura abdominal de frango utilizando como catalisador a lipase livre
NS40116.

o Niveis
Variaveis g 0 1
Raz&do molar gordura:agua 1:25 1:3 1:45
Razdo molar gordura:metanol 1:3 1:4 1.5

A andlise estatistica relacionada com os efeitos estimados de cada
variavel e otimizacdo dos processos foi realizada através do erro padrao
relativo entre os dados experimentais, com 95% de significancia. Todas
as analises foram realizadas utilizando o software Statistica versdo 7.0
(Statsoft Inc., USA).

Para validacdo do modelo empirico realizou-se cinética da
melhor condicgdo encontrada (0,3% da lipase livre NS 40116 (m/m), raz&o
molar de 1:2,5 gordura:agua, razdo molar de 1:3 gordura:metanol
adicionados em trés fracdes iguais, a 30 °C e agitacdo de 250 rpm) obtida
por meio do modelo esta inserida no estudo cinético e baseado nos dados
otimizados foram realizadas cinéticas em diferentes concentracdes
enzimatica (0,1, 0,2 e 0,3 %).

Hidroesterificagdo via rota etilica

Com base em estudos prévios definiu-se o tempo da hidrélise em
2 horas. Em erlenmayers aletados de 125 mL com tampas rosqueaveis
foram pesados 50 g de GAB, 0,5 % (m/m de gordura) de lipase livre
NS 40116 e razdo molar de 1:5,5 gordura:agua, 25 °C a 150 rpm. A etapa
de esterificacdo foi iniciada pela adi¢do do etanol (razdo molar de 1:3
gordura:etanol, adicionado em trés fragdes iguais durante as trés primeiras
horas) e visou o estudo cinético de diferentes concentracfes enzimaticas
(0,1, 0,3€e0,5%).

Ainda, a partir do hidrolisado foram realizados outros dois
estudos cinéticos, um com a adicdo de agua e outro sem adicdo de agua
na esterifica¢do. Foi inserido o processo de centrifugacdo (6000 rpm/10
minutos) na gordura hidrolisada, retirou-se o sobrenadante e adicionou a
este 0,5% (m/m de gordura) de lipase livre NS 40116, razdo molar
gordura: etanol de 1:3 (m/m de gordura) adicionado em trés fracGes iguais
durante as trés primeiras horas, e a 4gua quando adicionada uma razéo
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molar de 1:5,5 gordura; agua. Os tempos avaliados foram 2, 4, 8, 16, ¢ 24
horas. As cinéticas foram destrutivas e realizadas em duplicata.

3.6 QUANTIFICACAO DOS ESTERES PRODUZIDOS

Para a quantificacéo de ésteres de acidos graxos as amostras foram
previamente preparadas, pesando-se 0,250 g das mesmas em um baldo
volumétrico de 10 mL completando o volume até o menisco do mesmo
com heptano. Apds, transferiu-se uma aliquota de 50 uL desta solucédo
para um baldo volumétrico de 1 mL e adicionou 50 pL do padrdo interno
(heptadecanoato de metila) na concentracdo de 5 g/L e completava-se o
volume com heptano.

A solucéo foi entdo injetada (1 pL) em um cromatdgrafo gasoso
(CG) (Shimadzu 2010), com injetor automatico (Split) e detector de
ionizacdo de chama (FID). Utilizou-se a coluna capilar MXT-Biodiesel
TG (15m x 0.32mm x 0,10um) nas condic¢fes cromatograficas descritas
pela norma EN 14103 (2003), do Comité Europeu para Padronizagfes. A
temperatura inicial da coluna foi 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. O nitrogénio foi utilizado como gas de arraste
e a temperatura do injetor e detector foi de 250 °C. Possibilitando realizar
0 somatorio das &reas para a determinagéo da conversao de triglicerideos
para ésteres metilicos e etilicos de &cidos graxos, cujos calculos estdo
descritos abaixo.

O calculo do teor de ésteres de acidos graxos da amostra foi obtido
através da equacao abaixo, com base na EN 14103 (2001):

Tg = (—ZA_AP‘ * @) * 100 (Equagdo 6)
App Ca

Em que Te é o teor de ésteres de &cidos graxos na amostra (%
m/m), LA ¢é o somatério das areas correspondentes aos picos dos ésteres
(C14 a C24) e do padrédo interno (C8:0), Ap é a area do padréo interno
(heptadecanoato de metila), Cp € a concentracdo do Padrdo Interno
(heptadecanoato de metila) na amostra injetada (mg/L), C. é a
concentracdo da amostra diluida em heptano (mg/L).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados
obtidos no decorrer deste trabalho sobre o processo de transesterificacao
e hidroesterificacdo enzimatica da gordura abdominal de frango
utilizando a lipase livre NS 40116 em modo batelada.

4.1 CARACTERISTICAS DA MATERIA-PRIMA

A gordura abdominal de frango possui caracteristica semissolida
em temperatura ambiente (20-25 °C), é composta por 71,34% de éacidos
graxos insaturados, e apresenta uma massa molar de 861,05 g.mol, como
mostra a Tabela 9.

Tabela 9 - Perfil de acidos graxos da gordura abdominal de frango.

Acidos graxos %
C16:0 — Palmitico 23,68
C16:1 — Palmitoleico 5,50
C18:0 — Estearico 4,98
C18:1 — Oleico 40,40
C18:2 — Linoleico 25,44
Total 100

Fonte: O autor.

N&o existe uma legislacdo especifica que defina o padrdo de
qualidade das matérias-primas e residuos de origem animal. Sabe-se que
a qualidade da matéria-prima influencia na produco e nas caracteristicas
dos ésteres de acidos graxos.

As amostras de gordura abdominal de frango utilizadas nesse
trabalho apresentaram um indice de acidez de 0,705 mg KOH.g™%, valor
este que é relativamente baixo, mas ndo se aproxima dos padrGes de
qualidade exigidos pela RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005 -
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para 6leos vegetais,
como o 6leo soja (0,6 mg KOH.g'). No entanto, mesmo fora do padréo
de qualidade exigido pela RDC n° 270, o residuo apresenta baixo indice
de acidez, tendo uma relacdo positiva com a qualidade do produto final,
para atender ao padrdo de qualidade do biodiesel exigido pela ANP (0,5
mg KOH/g). Resultados semelhantes de caracterizacdo da matéria-prima
foram obtidos por Cunha (2008) e Moreira (2009) que encontraram
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valores de indice de acidez de 0,684 e 0,921 mg KOH.g?,
respectivamente, para gordura de frango.

Outro método de analise da qualidade da gordura é o indice de
perdxido, que fornece o grau de oxidagdo em que a matéria-prima graxa
se encontra. No presente estudo, a gordura abdominal de frango
apresentou um indice de 2,32 mEq.103.g"%, esse valor encontra-se dentro
dos padrBes exigidos pela RDC n° 270 para a andlise de indice de
perdxido em 6leos e gorduras vegetais (maximo de 10 mEq.103.g?).

4.2 CARACTERIZAGAO DO CALDO ENZIMATICO DA
LIPASE NS 40116

O caldo enziméatico da lipase NS 40116 apresentou uma
atividade hidrolitica de 5,36 U.mL%. No intuito de avaliar o teor de dgua
livre contida no caldo enzimatico da lipase NS 40116 realizou-se dois
testes, umidade e Karl Fisher. Por meio da anélise da umidade foi possivel
obter 46,4%, analise esta realizada em substancias liquidas; enquanto que
0 método Karl Fisher é realizado em substancias semissolidas, e
apresentou uma diferenca de 0,5% no teor de &gua livre (Tabela 10).

Tabela 10 — Andlises do teor de agua livre contida no caldo enzimatico
da lipase NS 40116.

Anélises | % (m/m)
Umidade 46,4 £ 1,06
Karl Fisher 459 + 0,85

Além de agua livre, o caldo ainda contém agua ligada, lipase,
estabilizantes e conservantes (AGUIEIRAS; OLIVEIRA; FREIRE, 2015;
NIELSEN; BRASK; FJERBAEK, 2008).

4.3 ESTUDOS CINETICOS DA SINTESE ENZIMATICA DE
ESTERES METILICOS DE ACIDOS GRAXOS

A literatura apresenta poucos trabalhos para a produgéo enzimatica
de ésteres de &cidos graxos utilizando lipases em sua forma livre. H&
ainda uma discussdo em torno das lipases livres, acerca da adicdo de agua
nas reacOes. Diversos trabalhos (PRICE et al., 2016; NIELSEN et al.,
2016; FIRDAUS et al., 2016; BUESO et al., 2015; NORDBLAD et al.,
2014) tratam a adicdo de agua como necessaria para manter a enzima livre
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em sua conformag&o mais ativa ou até mesmo para protegé-la da acdo do
dlcool adicionado. Outros trabalhos (AGUIEIRAS et al,
2014; CAVALCANTI-OLIVEIRA et al., 2011) citam a agua como
reagente necessario para a producdo de biodiesel, além de ser necessaria
para manter a enzima livre em sua conformagdo mais ativa. A Figura 14
apresenta a cinética enzimatica na qual é possivel observar o
comportamento da lipase NS 40116 em reacGes com e sem a presenca de
agua, a partir da gordura abdominal de frango.

Figura 14 - Cinética enzimética para avaliar o comportamento da lipase
NS 40116 na presenca ou ndo de agua em reacdes de transesterificagdo.
Condicoes experimentais de 0,3% (m/m) de lipase NS 40116, 1:3 razéo
molar gordura:metanol a 35 °C; agitacdo de 250 rpm, em sistema livre de
solvente.
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Ao avaliar a Figura 14, observa-se que em uma hora as rea¢des de
transesterificagdo com e sem &gua conduziram a conversoes de 17,61% e
15,93%, respectivamente. Nas reacbes com a gordura abdominal de
frango sem adicdo de agua obteve-se maxima producdo de ésteres
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metilicos de acidos graxos de 16% em 20 horas de reacdo, sendo muito
menor em relacdo aos ensaios com adicdo de agua. Ainda, é possivel
observar nas reagdes de transesterificagdo enzimatica da gordura
abdominal de frango um aumento gradativo no teor de ésteres metilicos
de é&cidos graxos, atingindo 82,17% em 20 horas, e ao final de 24 horas
obteve-se 81,67% de ésteres metilicos de acidos graxos e ao realizar a
mesma reacdo com o 6leo padrdo, o 6leo de soja, foi possivel obter
96,02% de ésteres metilicos de acidos graxos. Realizou-se reagdes com o
6leo de soja (6leo padrdo) somente no tempo de 24 horas e observou-se o
mesmo comportamento da reagdo utilizando a matéria-prima gordura
abdominal de frango, ou seja, maiores conversdes com adi¢do de dgua na
reacdo. A Figura 15 ilustra as reagOes enzimaticas para a producdo de
biodiesel a partir de 6leo de soja ap6s a centrifugacao.

Figura 15 — ReacOes enzimaticas centrifugadas para producéo de ésteres
metilicos a partir de 6leo de soja, nas condicGes de 0,3% (m/m) da lipase
livre NS 40116, razo molar de 1:3 éleo:metanol, & 35 °C, agitacdo de
250 rpm em sistema livre de solvente por 24 horas. (2) reacdo com adigdo
de 2% de agua, (b) reacdo sem adicdo de agua.

Lipase + subst.
nao reagidas

Glicerol @ Q(b)

Conforme ilustra a Figura 15 (a) (reacdo com adicdo de 2% de
agua) nota-se a formagdo da fase de glicerol, fase inferior, apés a
centrifugacdo da reacdo padrdo. Ainda pode-se observar um halo acima
da fase do glicerol de cor amarelo claro, fase intermediaria, na qual
encontra-se a lipase, a 4gua e metanol néo reagido. J& na Figura 15 (b)
(reacdo sem adicdo de &gua) ndo é possivel observar a definicdo nitida
dessas fases, entretanto o que se pode observar uma cor amarela
esmaecida ao fundo do tubo falcon que se pode interpretar como o
glicerol, a lipase, a 4gua e o metanol.

Segundo Chen; Du; Liu (2008), a concentragdo de agua é um fator
importante para a reacdo de esterificacdo do 4cido oleico utilizando a
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lipase livre NS 81020, uma vez que a ndo adicdo de agua resultou em
baixas concentragdes de ésteres metilicos. O mesmo foi observado no
presente estudo, em que na presenca de dgua a enzima teve sua atividade
mantida, ou seja a &gua manteve a lipase em sua conformacao mais ativa
e a protegeu da acdo do alcool, o qué, em termos de processo é muito
importante pois ha a possibilidade de se utilizar matérias-primas de baixa
qualidade (residuos) que contenham &gua e sem a necessidade de um pré-
tratamento da matéria-prima.

Como pode ser visto na Figura 16 as concentracfes de lipase
NS 40116 de 0,7 e 0,3% (m/m) apresentaram valores proximos ao longo
do estudo cinético, e seus valores maximos foram atingidos no tempo de
20 horas, 92,45 e 82,16%, respectivamente. A concentracdo da lipase
NS 40116 de 0,1% (m/m) apresentou baixos valores quando comparados
com as demais concentragdes testadas.

Figura 16 - Cinética enzimatica de transesterificacdo para comparar
diferentes concentragdes de enzima NS 40116. Condi¢Oes experimentais
de 2% de agua (m/m), 1:3 razdo molar 6leo:metanol a 35 °C; agitacdo de
250 rpm, em sistema livre de solvente.
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Firdaus; Guo; Fedosov (2016) verificaram que na esterificacdo
enzimatica da Callera Trans G (Calt), a velocidade inicial da reacdo ndo
foi diretamente proporcional a concentracdo de enzima, apesar de
incomum esse fendmeno pode ocorrer em sistemas em que o catalisador
e 0 substrato estdo em fases diferentes interagindo somente na interface.
Esse fendmeno também pode ser observado no presente trabalho onde os
resultados obtidos mostram que a velocidade inicial obtida em 0,3%
(m/m) (16,65 ht) foi maior do que a velocidade inicial obtida ao se
utilizar 0,7% (m/m) (14,46 h'!). Price et al. (2016) avaliaram a
concentracdo enzimatica da lipase NS 40116 (0,061 - 0,2% (m/m)), em
planta piloto de 4 m3 com sistema de batelada alimentada, e encontraram
os melhores resultados com 0,1% (m/m) de enzima. Ao aumentar a escala
da planta piloto (80 L) observaram que o aumento da vazdo de entrada
dos reagentes resultou no aumento da velocidade inicial da reacéo.

Cavalcanti-Oliveira et al. (2011) estudaram a concentracdo 6tima
da lipase Lipozyme TL 100L (4 a 8% (m/m)), e concluiram que em
concentracdo baixa (4% de enzima) o sitio ativo da enzima tem mais
acesso aos reagentes e em concentragdes maiores, essa enzima pode se
ligar formando um dimero e como consequéncia, ocorre a diminuicdo da
atividade.

Apbs avaliar os resultados ilustrados na Figura 16, os quais
demonstram uma diferenca de 10,29% no teor de ésteres metilicos entre
as concentracdes enzimaticas de 0,7 e 0,3%, optou-se por utilizar uma
menor quantidade de enzima a fim reduzir custos operacionais e 0s
residuos gerados. A Figura 17 apresenta a cinética de transesterificacéo
enzimatica para avaliar a influéncia de diferentes temperaturas.
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Figura 17 - Cinética enzimatica de transesterificacdo para avaliar
diferentes temperaturas). CondicBes experimentais de 0,3% (m/m) de
lipase NS 40116, 2% de agua (m/m), 1:3 razdo molar gordura:metanol,
agitacdo de 250 rpm, em sistema livre de solvente.
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Como pode-se notar por meio da Figura 17, as trés temperaturas
estudadas, 30, 35 e 45 °C, ndo conduziram a uma diferenca aparente no
teor de ésteres metilicos produzidos. Nos tempos de 4, 8 e 14 horas pdde-
se observar uma variacdo de 12,4; 7,13 e 11,25% entre as temperaturas de
30 e 45 °C. Ao final de 24 horas de reacdo foi possivel obter em 30, 35 ¢
45°C um teor de ésteres metilicos de 80,82, 81,67 e 83,12%,
respectivamente, valores estes que apresentam uma diferenca entre si de
2,3%, ou seja, o rendimento final é satisfatdrio para todas as temperaturas
estudadas. Li; Du; Liu (2014) observaram que em reacdes de metandlise
enzimética que utilizaram lipase livre NS 81006 e matérias-primas de
baixa qualidade ao elevar a temperatura obteve-se a redu¢do no teor de
ésteres metilico.

A reducdo da temperatura em processos enzimaticos é relevante
afim de evitar a perda da atividade enzimatica, principalmente quando se
ha o interesse em reutilizar as enzimas e, é importante salientar a reducéo
de custo com a reducdo de gastos energéticos. Na cinética enzimatica de
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transesterificacdo abaixo (Figura 18) foi avaliado o teor em ésteres
metilicos produzidos em diferentes raz8es molares gordura:metanol.

Figura 18 - Cinética enzimatica de transesterificacdo para comparar
diferentes razbes molares gordura: metanol (1:3, 1:4,5 e 1:6). Condicbes
experimentais de 0,3% (m/m) de lipase NS 40116, 2% de agua (m/m), a
30 °C; agitacdo de 250 rpm, em sistema livre de solvente.
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Conforme a Figura 18 pode-se verificar que, a partir de 6 horas, as
reacbes com as razdes molares de 1:45 e 1.6 gordura:metanol
apresentaram uma tendéncia a estabilidade, conduzindo a valores acima
de 70 e 60% de teor de ésteres metilicos, respectivamente. Apés 24 horas,
as reacBes com as razdes molares de 1:3; 1:4,5 e 1:6 gordura:metanol
proporcionaram 80,82, 86,47 e 68,24% de ésteres metilicos produzidos.
O excesso de metanol mostrou-se necessario para a obtencao de elevados
teores de ésteres metilicos visando o deslocamento do equilibrio quimico
na direcdo dos produtos. Entretanto, ao utilizar a razdo molar de 1:6
notou-se o efeito inibitorio do alcool na atividade enzimatica, obtendo-se
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rendimentos finais inferiores quando comparado com as outras razdes
molares estudadas.

Nordblad et al. (2014) investigaram a influéncia do aumento da
concentracdo do metanol na atividade enzimatica, e observaram que altas
concentracBes do &lcool beneficiam a velocidade inicial da reagéo,
entretanto apds algumas horas de reagdo hd uma reducdo no teor de
ésteres metilicos devido a perca da atividade enzimatica. Li et al. (2015)
confirmaram, na reacdo de metandlise, o efeito inibitério do alcool, ao
analisar a constante de inibicdo do metanol sobre a atividade da lipase
livre NS 81006.

Chen, Du e Liu (2008) avaliaram diferentes concentracfes de
metanol na reacdo de esterificagdo utilizando a lipase livre NS 81020, e
verificaram que altas concentracBes de metanol aumentam o teor de
ésteres metilicos, entretanto optaram por uma menor concentracéo devido
ao seu efeito tdxico acumulativo sobre a atividade enzimatica.

A Figura 19 apresenta o comparativo de diferentes adicGes
fracionadas do metanol. Por meio desta figura é possivel observar o efeito
inibitério do metanol sobre a atividade enzimatica, a adi¢do do alcool em
uma Unica vez resultou em uma reducédo de 10,16 e 15,38% no teor de
ésteres metilicos ao comparar com 3 adicdes e 6 adi¢des fracionadas do
metanol, respectivamente.

Conforme observado na Figura 19, ao final de 24 horas de reagdo,
foi possivel obter em 3 adicdes fracionadas do metanol, 76,45% de
conversdo, e em 6 adi¢des fracionadas do metanol, 81,65% de ésteres
metilicos. A adicdo fracionada do alcool em trés vezes mostra-se estavel
a partir de 8 horas de reacdo, contrario ao que se observa em 6 adicdes
fracionadas, no qual essa estabilidade somente é alcancada em 20 horas.

Shimada et al. (2002) observaram que a adi¢do do metanol em uma
Unica vez causou a perda da atividade enzimatica observada através da
reducdo de ésteres metilicos, justificada pela baixa solubilidade do
metanol em 6leo que permite o contato direto entre o alcool e a lipase que
é instdvel em sua presenca; ao contrario do que ocorre nas adicbes
fracionadas do alcool, onde a solubilidade do metanol é alta em meios na
presenga de ésteres metilicos.
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Figura 19 - Cinética enzimatica de transesterificacdo para comparar
adicdes fracionadas de metanol (1, 3 e 6 adi¢Ges) durante as 6 primeiras
horas. Condicdes experimentais de 0,3% (m/m) de lipase NS 40116, 2%
de agua (m/m), 1:4,5 razdo molar gordura:metanol a 30 °C; agitagdo de
250 rpm, em sistema livre de solvente.
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Nielsen et al. (2016) e Cesarini; Diaz; Nielsen (2013) observaram
gue o alcool metanol causou reducdo da atividade enzimatica da lipase
livre e utilizaram adicOes fracionadas de metanol afim de evitar sua
inativacdo. Firdaus et al. (2016) utilizaram a modelagem matematica para
analisar diferentes adi¢Oes fracionadas de metanol e concluiram que estas
adicbes podem ser feitas de diversas maneiras e em variados tempos
desde que ndo haja um acimulo de metanol no sistema reacional de 3
molar, pois nesta condigéo pode causar a inativacao da lipase livre.

Desse modo, as condigdes definidas de transesterificacdo
catalisada pela lipase NS 40116 a partir da gordura abdominal de frango
foram: 0,3% (m/m) de lipase NS 40116, 2% (m/m) de &gua, razdo molar
de 1:4,5 gordura:metanol, temperatura de 30 °C, e agitacdo de 250 rpm
(Figura 19).
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44  OTIMIZACAO DA TRANSESTERIFICACAO ENZIMATICA
UTILIZANDO ETANOL COMO SUBSTRATO

Apos verificar a viabilidade técnica da utilizacdo da lipase NS
40116 nos estudos cinéticos de transesterificacdo via rota metilica tornou-
se relevante estudar o processo utilizando o etanol buscando um processo
mais limpo, e apesar do etanol ser menos reativo ele é menos agressivo a
estrutura da lipase, visto que a lipase ndo possui um suporte para protegé-
la.

Realizou-se um planejamento de experimentos utilizando o
modelo proposto por Plackett-Burman, com 12 ensaios, com triplicata do
ponto central, para avaliar o efeito das varidveis: temperatura, razdo molar
gordura para etanol, razdo molar gordura para &gua, concentracdo
enzimatica e agitacdo na producao enzimatica de éster etilico, tendo como
catalisador a enzima livre NS 40116. A Tabela 11 apresenta a matriz do
planejamento de experimentos com valores reais e codificados e as
respostas em termos de teor de ésteres etilicos (% m/m).

Ao observar a Tabela 11 notou-se que 0s maiores teores de
ésteres etilicos de acidos graxos foi obtido no experimento 8 (73 %) e no
experimento 9 (66 %) quando utilizou a menor temperatura (35 °C) e
razdo molar gordura para etanol (1:3) adicionados em trés fracfes iguais
nas trés primeiras horas e a maior concentracdo enzimética (0,5 %) e
agitacdo (250 rpm), diferenciando somente na razdo molar gordura:agua.
Em contrapartida, o experimento 7 contido na Tabela 11 também
apresentou uma alta resposta em teor de ésteres etilicos (62%) utilizando
a maior razdo molar gordura para etanol estudada (1:6), e ao comparar
com experimento 8, ambos empregaram a maior razdo molar de gordura
para agua estudada (1:1.5). O etanol é responsavel por remover a dgua
presente no sitio ativo da lipase por sua polaridade, por sua vez, uma
maior adicdo de agua na reacdo aumenta a mobilidade e a flexibilidade
do sitio ativo da lipase e, simultaneamente, a polarizacdo de sua estrutura
proteica (LIMA; ANGNES, 1999). A &agua presente no meio ainda
protege a lipase, uma vez que se ligara primeiro com o etanol (FU;
VASUDEVAN, 2009).
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Os experimentos que mais produziram ésteres etilicos
(experimento 7, 8 e 9) foram aqueles que utilizaram uma menor
temperatura (35°C). Andrade; Errico; Christensen (2017) observaram que
temperaturas acima de 35°C para a lipase livre Eversa® Transform
provocou a desnaturacdo térmica da enzima. As reagdes enzimaticas
utilizando lipase livre possuem menor resisténcia térmica quando
comparada com enzimas imobilizadas (FJERBAEK; CHRISTENSEN;
NORDDAHL, 2009). Foi possivel observar uma boa reprodutibilidade
através da triplicata do ponto central com o teor de ésteres etilicos
préximos a 58%. Os dados da Tabela 11 foram tratados estatisticamente,
e de acordo com o grafico de Pareto (Figura 20) observa-se que as
varidveis temperatura e razdo molar gordura para etanol (1:3)
apresentaram um efeito significativo negativo, e as variaveis
concentracdo enzimatica e razdo molar gordura para 4gua apresentaram
um efeito significativo positivo, ou seja, estas variaveis interferiram na
obtencdo do teor de ésteres final. Enquanto que a variavel agitacdo
apresentou um efeito negativo porém nao significativo (p<0,05) sobre o
teor de ésteres etilicos.
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Figura 20 - Diagrama de Pareto para a producdo de ésteres etilicos
utilizando o residuo GAB e a lipase livre NS 40116, em diferentes
temperaturas (35-55 °C), razdo molar gordura:etanol (1:3-1:6), razdo
molar gordura:adgua (1:0,5-1:1,5), concentracdo enzimatica (0,1-0,5 %
(m/m)) e agitacdo (150-250 rpm).

(2)Razio Molar (GAB:EtOH) | -3,40043

(4)Concentragdo Enzimatica (% m'm) [ 3,286132

(1)Temperatura (°C)

{3)Razio Molar (GAB: H0) | 2,42888

(5)Agitagdo (rpm) - -1.34303

p=.03
Efeito estimado (Valor Absoluto)

Levando em consideracdo os resultados obtidos pelo Plackett-
Burman para a producéo de ésteres etilicos utilizando o residuo GAB e a
lipase livre NS 40116 foi realizado um delineamento Composto Central
Rotacional (DCCR) 22 (Tabela 12), avaliando o efeito da temperatura e
da razdo molar gordura para agua. Os outros efeitos significativos foram
desconsiderados devido & impossibilidade de reducdo da razdo molar
gordura para etanol e por ndo ser interessante em termos de processo o
aumento da concentracdo enzimatica. Tendo como parametros fixos a
concentragdo enzimatica (0,5%(m/m) da lipase livre NS 40116), razéo
molar de gordura para etanol (1:3) e agitagdo (150 rpm).

Através da matriz do DCCR 22 foi possivel observar que os
maiores teores de ésteres etilicos foram obtidos ao utilizar a maior razéo
molar gordura para agua (ensaios 5, 6, 7 e 8) em diferentes faixas de
temperatura estudada (45 e 25°C). E o menor teor de ésteres etilicos
(37,63 %) foi obtido ao utilizar a menor razdo molar gordura para dgua
(1:3,09) na temperatura de 35°C.
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A partir da ANOVA foi possivel obter um alto valor de r2 (0,95)
com 90% de confianca, ou seja 90% das variancias no teor de ésteres
metilicos podem ser explicadas a partir do modelo quadratico,
demostrando o bom ajuste do modelo aos dados experimentais 0 que
demonstra confiabilidade no modelo empirico obtido. Ainda através da
ANOVA foi possivel obter um grau de liberdade de 14 e um Feaiculado
(41,957) 12 vezes maior que 0 Frapelado (3,48), confirmando que a Equagéo
7 representa 0 modelo.

Tabela 12 - Matriz do planejamento composto central rotacional (DCCR)
22 (valores reais e codificados) para a producdo de ésteres etilicos (%
m/m). Condi¢des experimentais de 0,5%(m/m) da lipase livre NS 40116,
razdo molar de 1:3 gordura para etanol e 150 rpm.

. Temperatura Razdo -ggferrgse Teqr Erro
Ensaios C) molar etilicos predito  relativo®
(G : Hzo)al (%) (%)b (%)
1 -1 (25) -1(1:3,5) 48,00 45,23 577
2 -1 (25) -1(1:3,5 47,00 45,23 3,76
3 1 (45) -1(1:3,5 50,00 50,95 -1,90
4 1 (45) -1(1:3,5 54,00 50,95 5,65
5 -1 (25) 1(1:5,5) 71,00 68,37 3,70
6 -1 (25) 1(1:5,5) 69,00 68,37 0,91
7 1 (45) 1(1:5,5) 69,00 69,09 -0,13
8 1 (45) 1(1:5,5) 70,00 69,09 1,30
9 -1,41(20,9) 0(1:4,5 58,00 62,40 -7,59
10 1,41 (49,1) 0(L:4,5 66,00 66,94 -1,42
-1,41
11 0(35) (1:3,09) 34,00 37,63 -10,69
1,41

12 0 (35) (1:5.9) 65,00 66,73 -2,67
13 0 (35) 0(1:4,5) 63,00 61,31 2,68
14 0 (35) 0(1:4,5) 60,00 61,31 -2,18
15 0 (35) 0(1:4,5) 61,00 61,31 -0,51

2Razdo molar gordura para dgua. ® Calculado de acordo com a Equacéo 8.
¢ Desvio Relativo ao Erro - RED = (M> x100

exp
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O modelo de regressdo quadratica apresentado pela Equagdo 7
corresponde ao teor de ésteres etilicos (Y) em funcéo da temperatura (T),
razdo molar gordura:agua (W).
Y =61,31+161*T+1,69*T2+10,32*W-4,59* W 2-1,25*T*W

(Equacéo 7)

A partir do modelo proposto foi possivel representar a superficie

de resposta (Figura 21), que possibilita a visualizacdo das condicbes
experimentais que maximizam as respostas.

Figura 21 - Gréfico de superficie de resposta - Efeito da razdo molar
gordura:agua e temperatura em funcéo do teor de ésteres etilicos (% m/m)
para reacdo de transesterificacdo da gordura abdominal de frango.

QUI/) SN D DA AP 0I,

70
Il < 64
C]<54
B < 44
<34

Através da Figura 21 é possivel visualizar que na razdo molar de
1:5,5 gordura para agua obteve o maior teor de ésteres etilicos produzidos
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(acima de 70%), independente da faixa de temperatura estudada. Em
menores razdes molares de gordura para agua obteve-se teores de ésteres
etilicos abaixo de 64 %, e ao se trabalhar na menor razdo molar de gordura
para agua associado a temperaturas até 35°C menores faixas de
temperatura obteve-se teores de ésteres etilicos abaixo de 34%. Andrade;
Errico; Christensen (2017) observaram, por meio de superficie de
resposta, que em reagdes de transesterificacdo o teor de agua apresentou
um impacto positivo no teor de ésteres de acidos graxos finais.

Para a verificacdo do modelo realizou-se um estudo cinético de
24 horas (Figura 22), e a condi¢do otimizada (0,5 % da lipase livre NS
40116 (m/m em relagdo ao substrato), razdo molar de 1:5.5 gordura:agua,
razdo molar de 1:3 gordura para etanol e 150 rpm) (a) em diferentes
temperaturas (25 e 45 °C) e (b) diferentes concentra¢@es enzimaticas (0,1,
0,3 e 0,5%).

Figura 22 - Estudo cinético da reagdo de transesterificacdo enzimética.
Condices experimentais: razdo molar de 1:5,5 gordura para agua, razéo
molar de 1:3 gordura para etanol e agitacdo de 150 rpm (a) diferentes
temperaturas, (b) diferentes concentracfes enzimaticas.
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De acordo com a Figura 22 (a) nota-se que as temperaturas de 25
e 45 °C obtiveram teores de ésteres etilicos semelhantes durante toda
cinética, em 24 horas na temperatura de 25 e 45 °C obteve 72,09 e
77,36 % (m/m) de ésteres etilicos produzidos, respectivamente. A maior
variagdo encontrada entre as temperaturas estudadas foi no tempo de 3
horas (5,5%). Como foi observada uma pequena diferenca no teor final
de ésteres (5,27% (m/m)), optou-se pela menor temperatura (25 °C) para
a continuacdo dos trabalhos reduzindo o gasto energético. Na Figura 22
(b) é possivel observar que as concentracfes enzimaticas 0,1, 0,3 e 0,5%
apresentaram 61,83, 66,41 e 72,09% de ésteres etilicos, respectivamente,
ao final de 24 horas, confirmando o grafico de Pareto onde a concentragéo
enzimatica apresentou um efeito significativo positivo.

4.5 HIDROLISE DA GORDURA ABDOMINAL DE FRANGO
CATALISADA PELA LIPASE NS 40116

Com o objetivo de avaliar previamente o desempenho da lipase
livie NS 40116 nas reacOes de hidroesterificagdo foi realizada uma
cinética de hidrélise da gordura abdominal de frango catalisada pela
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lipase livre NS 40116, uma vez que a presenca de &cidos graxos livres
estd ligada diretamente ao teor de ésteres de acidos graxos liberados.
Empregou-se, nesta etapa, 0 teor de &gua em excesso (4%) foi para
garantir o deslocamento quimico no sentido dos produtos. Os resultados
estdo apresentados na Figura 23, expressos em teor de AGL (%, m/m).

De acordo com a Figura 23 observa-se que em 15 minutos de
reacdo foi possivel obter 24,18% (m/m) de AGL. Apds noventa minutos
observou-se um aumento de 16,34% (m/m) no teor de AGL (45,76% m/m
AGL), e ao final de duas horas obteve-se 49,51% (m/m) de AGL.

Figura 23 — Cinética de hidrélise da gordura abdominal de frango
catalisada pela lipase NS 40116. Condigdes experimentais: 0,3%
(m/m) de lipase NS 40116, 4% de agua, a 35 °C; agitacdo de 250 rpm.
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Portanto, para as reacGes de hidroesterifica¢do definiu-se o tempo
de hidrdlise em duas horas por observar a maxima obtengéo de &cidos
graxo livres. Zenevicz (2015) observou a partir de cinéticas de hidrélise
gue duas horas de reacdo era o tempo necessario para a obtencdo maxima
de acidos graxos livres. Li; Du; Liu (2014) definiram o tempo de duas
horas para a reagdo de hidrélise, como o tempo necessario para contribuir
para o melhor desempenho catalitico da lipase NS81006 na etapa de
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esterificacdo, mesmo observando que a obtencdo méaxima de &cidos
graxos livres aconteceu em oito horas. Cesarini; Diaz; Nielsen (2013)
observaram que a hidrélise catalisada pela lipase livre “Callera Trans L”
do 6leo de soja bruto acontece nas trés primeiras horas, e obtiveram uma
acidez de aproximadamente 16 e 27% ao utilizar 3 e 15 % de 4gua,
respectivamente.

4.6 HIDROESTERIFCACAO ENZIMATICA  UTILIZANDO
COMO SUBSTRATO O METANOL

A reacdo de hidroesterificagdo é um processo que utiliza
matérias-primas de elevada acidez e umidade, ou seja, matérias-primas
residuais, sendo alternativo ao processo de transesterificacdo para a
producdo do biodiesel (KABBASHI et al., 2015). Para aumentar a
eficiéncia foi necessario conhecer o comportamento da lipase como
catalisador nas reacdes de hidroesterificacdo e que utilizam como
substratos o residuo de gordura de frango e o metanol, uma vez que o
aumento do teor de ésteres de acidos graxos depende do aumento da area
interfacial que pode ser conseguida com a adi¢cdo de &gua, mas em
excesso ela pode causar a reagdo de hidrélise diminuindo o teor de ésteres

na esterificacdo (GOG et al., 2012). A Tabela 13 apresenta a matriz do
planejamento completo 22 com valores reais e codificados e as respostas
em termos de teor de ésteres metilicos, em 6 horas de reacéo.

A partir da Tabela 13 observou-se que os experimentos 1 e 3
juntamente com suas duplicatas obtiveram os maiores teores de ésteres
metilicos, 70 e 68% respectivamente, tendo em comum a variavel razédo
molar gordura para metanol (1:3). Os menores teores de ésteres obtidos
experimentalmente diferenciaram dos maiores teores ao utilizar a maior
razdo molar gordura para metanol (1:5).

Raz6es molares de gordura para metanol maiores que 1:3 podem
reduzir a atividade enzimatica uma vez que o metanol é um solvente
hidrofilico (Log P =-0,70) e, consequentemente, tende a permanecer na
camada de agua em torno da lipase e com alto poder desidratante.
Pollardo et al. (2018) observaram que solventes polares em alta
concentracdo possuem um efeito inibitério sobre a enzima (LogP<0),
limitando a concentragdo do solvente ao redor da lipase, por exemplo o
metanol.
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Os maiores teores de ésteres metilicos foram obtidos ao utilizar
a menor razdo molar gordura para metanol, esta apresentou-se
significativa negativa, mas sua interacdo com o fator razdo molar gordura
para agua mostrou-se significativa positiva. Em reacdo de
hidroesterificacdo a varidvel razdo molar gordura para agua ndo
apresentou diferenga significativa (Figura 4). Lv et al. (2017) observaram
que ao utilizar diferentes concentracdes de agua (3-10%), as cinéticas ndo
apresentaram diferencas aparentes no teor de ésteres metilicos final.

Figura 24 - Diagrama de Pareto para a producdo de ésteres metilicos
utilizando o residuo GAB e a lipase livre NS 40116 em diferentes razdes
molares gordura; agua (1:2.5-1:4.5) e em diferentes raz6es molares
gordura: metanol (1:3-1:5).

(2)Razdo molar G:MeOH -9.145

1by2 i 3.579

(1)Razdo molar GH,0 -1.193 |

p=.05
Efeito Estimado (Valor absohuto)

Segundo a andlise de variancia (ANOVA) (Tabela 14), o valor F
do modelo de regressdo (Fcaiculado = 32,62) foi maior que 0 valor Fiapelado
(3,34) indicando que as diferencas de tratamento sdo significativas, o que
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confirma que a regressdo estabelecida representa adequadamente 0s
dados observados. A andlise de variancia para o modelo linear apresentou
um coeficiente de determinacdo r2 de 0,95, com 95% de confianca, ou seja
95% das variancias no teor de ésteres metilicos podem ser explicadas a
partir do modelo linear, demostrando o bom ajuste do modelo aos dados
experimentais.

Tabela 14 - Andlise de Variancia (ANOVA) para modelo matematico
linear que descreve a producdo de ésteres metilicos.

Fonte Qe Soma dos (_Brau de Méd,ia} Featouiado
Variacao Quadrados  Liberdade  Quadratica
Regresséao 77,37 3 25,79 32,62
Residuo 5,53 7 0,79
Total 82,90 10

R2=0,95 Ftabelado 0,95;3e7) = 4,34
O modelo de regressdo linear apresentado pela Equacdo 8
corresponde ao teor de ésteres metilicos (X) em funcéo da razdo molar
gordura:agua (W) e da razdo molar gordura:metanol (M).

X= 66,1-0,37*W-2,87*M+1,12*W*M (Equacéo 8)

O modelo representado pela Equacdo 8 gerou o gréfico de
contorno que avaliou o efeito da razdo molar de gordura para metanol e
razdo molar de gordura para dgua com resposta em teor de ésteres
metilicos, mostrado na Figura 25.
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Figura 25 - Curva de contorno - Efeito da razdo molar gordura:metanol
e razdo molar gordura:agua para a producdo de ésteres metilicos (% m/m)
a partir da gordura abdominal de frango, em temperatura de 30 °C e
agitacdo de 250 rpm.

Eazio molar (GAE:MeOH)

=70
Bl <70
O < 68
E . . ] <66
125 13 145 B <64
Rardo molar (GAB:H;0) Bl <52

A Figura 25 mostra que as maiores respostas em teor de ésteres
metilicos (acima de 70%) foram alcangados ao utilizar a menor razéo
molar gordura para metanol estudada (1:3) e a menor razdo molar gordura
para agua (1:2.5). Nas maiores faixas estudadas de razdo molar gordura
para metanol (1:4 e 1:5) obteve-se um teor de ésteres metilicos menor que
67%, independente da razdo molar gordura para adgua estudada.

Para a verificagdo do modelo realizou-se um estudo cinético
(Figura 26), e a condi¢do otimizada (0,3% da lipase livre NS 40116
(m/m), razdo molar de 1:2,5 gordura:dgua, razdo molar de 1:3
gordura:metanol adicionados em trés fracOes iguais durante as trés
primeiras horas, 30 °C a 250 rpm) obtida por meio do modelo esta inserida
no estudo cinético (Figura 26).
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Figura 26 - Estudo cinético de hidroesterificagdo enzimatica em
diferentes concentracdes enzimaticas. Condi¢cdes experimentais: razdo
molar de 1:2,5 gordura para agua, razdo molar de 1:3 gordura para
metanol, 30 °C, 250 rpm, em sistema livre de solvente.
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De acordo com a Figura 26 nota-se que ao final de 24 horas a
concentracdo enzimética de 0,3% apresentou 0 maior teor de ésteres
metilicos (89,04%) utilizando a menor razdo molar gordura:metanol (1:3)
e a menor razdo molar gordura:agua (1:2,5). As concentragfes de 0,1 e
0,2% ndo apresentaram um alto teor de ésteres metilicos quando
comparado com 0,3%, tendo uma diferenca de 22,59 e 28,98%,
respectivamente, em 24 horas.

47  ESTUDO  CINETICO DA REACAO DE
HIDROESTERIFICACAO ENZIMATICA UTILIZANDO O ETANOL
COMO SUBTRATO

Para verificar a producdo de ésteres etilicos via reacdo de
hidroesterificacdo baseado no estudo das variaveis de processo via reacdo
de transesterificacdo realizou-se cinéticas com diferentes concentracoes
enziméticas (Figura 27 (a)). E para avaliar sobre o uso do hidrolisado
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enzimatico da gordura abdominal de frango, sem a presenca do glicerol,
realizou-se cinéticas na etapa de esterificagdo com/sem adicéo de 4gua no
meio reacional (Figura 27 (b)).

Figura 27 - Hidroesterificacdo utilizando etanol como substrato.
Condigdes experimentais: razdo molar de 1:5,5 (m/m de gordura) gordura
para agua razdo molar gordura para etanol de 1:3 (m/m de gordura)
adicionado em trés fracdes iguais durante as trés primeiras horas, 25 °C,
150 rpm.(a) diferentes concentra¢bes enzimatica (0,1-0,5% (m/m))
(b)Reacdo de esterificacdo com/sem a adicdo de agua (&gua quando
adicionada, razdo molar de 1:5,5 (m/m de gordura) gordura: agua).
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Observando o estudo cinético (Figura 27(a)) nas trés primeiras
horas os teores de ésteres etilicos obtidos foram semelhantes nas
diferentes concentragcdes enzimaticas estudadas. Em 24 horas notou-se
um teor de ésteres etilicos de 63,50% ao utilizar 0,5% da lipase livre NS
40116. Ao comparar com a concentracdo enzimética de 0,3% de lipase
livre NS 40116 obteve-se uma diferenca de 3,35%. Enquanto que em 24
horas a concentracdo enzimatica de 0,1% de lipase livre NS 40116
conduziu & 50,26% de ésteres etilicos.

A Figura 27(b) mostra a influéncia da adi¢do de 4gua no segundo
passo da reacdo de hidroesterificacdo utilizando a concentragdo
enzimatica de 0,5% (m/m) da lipase livre NS40116. E foi possivel
observar que o teor maximo de ésteres foi alcan¢ado em 4 horas (59,13%)
e ao comparar com a Figura 27(a) que em 4 horas produziu 39,46% de
ésteres etilicos e, somente alcangou o teor maximo em 24 horas
((63,50%), valor proximo ao encontrado na cinética 27(b)).

Pode-se notar que o produto da hidrolise, o glicerol, ndo interferiu
no teor de ésteres etilicos final, entretanto foi possivel atingir o maximo
de ésteres etilicos produzidos em menor tempo de reagdo, ao retirar o
glicerol para o passo de esterificacdo. Quando ndo adicionou agua na
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reacdo de esterificacdo notou-se a inatividade da lipase, produzindo
menos de 12% de ésteres etilicos em 24 horas.

4.8 RESUMO GERAL DOS RESULTADOS

O presente estudo investigou o sistema de producao de ésteres de
acidos graxos utilizando como substratos de reacdo o residuo de gordura
de frango e de alcoois de cadeia curta, metanol e etanol, e como
catalisador a lipase livre NS40116. A partir dos resultados foi possivel
direcionar a GAB como substrato para producdo de biodiesel com uma
possivel aplicacdo custo-efetiva, reduzindo os custos do processo
enzimatico. A Tabela 4 mostra os resultados obtidos no presente estudo
para as reagOes de transesterificacdo e hidroesterificacdo da GAB e sob
diferentes condicdes de reacéo.

Tabela 15 - Resumo geral dos resultados obtidos nas reaces de
transesterificacéo e hidroesterificagdo em 24 horas.

Teor de ésteres de

Reacdo Substrato acidos graxos Referéncia

(% m/m)
Transesterificacdo Metanol 7645 F_igura 19
Etanol 72,09 Figura 22b
Hidroesterificacéo Metanol 89,04 F_igura 26
Etanol 63,50 Figura 27a

Ao comparar as reacdes de transesterificacdo e hidroesterificacdo
gue utilizaram o metanol como substrato, a reacdo de hidroesterificacéo
mostrou ser a reagdo mais eficiente estudada, pois em 24 horas foi
possivel obter 89,04% na condicdo experimental de 0,3% em peso de
lipase NS 40116 usando a menor razdo molar de GAB para metanol (1:
3) e a menor razdo molar de GAB para 4gua (1: 2,5) (Tabela 4). A
estratégia de adicdo de metanol apenas na segunda etapa da reacdo e em
trés fragbes iguais apresentou as vantagens de maior solubilidade do
alcool aos &cidos graxos gerados na hidrolise (Aranda et al., 2008) e de
minimizar o poder do alcool de inativar ou desnaturar a lipase NS 40116,
uma vez que este distorce a estrutura da lipase, por ser muito hidrofilica
(Laane et al., 1987).

Ao estudar as reagdes com etanol, a reagdo de transesterificagéo
teve maior teor de éster (72,09%) do que a reacdo de hidroestificacdo



99

(63,50%). Vale ressaltar que na reagdo de hidroesterificacdo a etapa de
hidrolise obteve 49,51% de &cidos graxos livres, ou seja, menor
disponibilidade do reagente da reacdo de esterificagdo mais o fator que o
etanol ¢ um alcool menos reativo. O excesso de agua na etapa de
esterificacdo (dgua ndo reagida da etapa de hidrolise e agua gerada a partir
da etapa de esterificacdo) pode ter causado reacdo reversa, hidrolise,
reduzindo o teor de ésteres etilicos produzidos (Nasaruddin et al., 2014).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

A matéria-prima residual, gordura abdominal de frango,
demonstrou aplicabilidade no processo de producdo de ésteres de acidos
graxos sem a necessidade de pré-tratamento. Associado a esse fato, o uso
de uma enzima de baixo custo, a lipase livre NS40116, mostrou-se
versatil pois apresentou respostas satisfatorias quando aplicada nos
processos industriais com potencial utilizacdo em reacBes de
transesterificacdo e hidroesterificacdo empregando os alcoois metanol e
etanol. O processo de hidroesterificacdo utilizando o alcool metanol
mostrou-se mais eficiente em termos de ésteres de acidos graxos quando
0 processo envolve o biocatalisador NS40116 e a presenca da agua
mostra-se necessaria para a manutencdo da atividade do biocatalisador.
Nas condi¢des experimentais de 0,3% (m/m) de NS 401186, utilizando a
menor razd0 molar gordura:metanol (1:3) e a menor razdo molar
gordura:agua (1:2,5), a 30 °C e agitacdo de 250 rpm foi possivel obter o
maximo teor de ésteres metilicos (89,04%) em 24 horas.

De forma geral, a producdo enzimatica de ésteres metilicos e
etilicos utilizando o residuo de gordura abdominal de frango e a lipase
livre NS40116 mostra ser um processo sustentavel, com condigdes
brandas de processo e com grande potencial para ser aplicado nas
indUstrias de biodiesel, sendo esta uma boa op¢do para a valorizacdo do
residuo na industria avicola.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS

FUTUROS

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as
seguintes sugestdes para trabalhos futuros podem ser tracadas:

Estudo da reacédo de esterificacdo com adigdo de carga acida ao
hidrolisado.

Avaliar a recuperacdo da lipase livre NS 40116, através do teste
de diferentes formas de recuperacao (decantacao, centrifugacéo)
afim de avaliar a mais eficiente na aplica¢do do reuso da lipase.
Avaliar a qualidade dos ésteres de acidos graxos produzidos.
Avaliar a viabilidade econ6mica dos processos de
transesterificacdo e hidroesterificacdo em escala piloto utilizando
a lipase livre NS40116.
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8 APENDICE A

Determinacéo do perfil de 4cidos graxos

Foi pesado entre 40 a 90 mg da amostra de gordura em um tubo de
ensaio com tampa. Com uma pipeta graduada adicionou-se 1,5 mL de
solucdo metandlica de hidréxido de sédio (NaOH) 0,5 N no tubo. O tubo
foi fechado e colocado num banho de 4gua com temperatura de 100 °C
por 10 minutos. Apos esse tempo, retirou o tubo do banho e deixou esfriar,
entdo, adicionou-se 2 mL de solucdo metandlica de Trifluoreto de boro
(BF3) 14 % colocou-0 novamente no banho por 5 minutos. Em seguida,
deixou o tubo com a amostra esfriar por 1 minuto, adicionou-se 2 mL de
heptano e agitou-se por 30 segundo. Entéo, adicionou-se 5 mL de solugéo
saturada de cloreto de sddio e agitou-se novamente por 30 segundos.
Depois, deixou ocorrer a decantacdo das fases, na fase superior contém o
solvente orgénico com os ésteres metilicos e na inferior é a fase aquosa.
Com uma pipeta de Pasteur retirou-se a fase superior e coloca-se em um
tubo de centrifuga. Em seguida, adicionou-se sulfato de s6dio anidro para
secar a amostra e realizou-se a centrifugacdo do mesmo. Transferiu-se a
amostra para um vail e realizou-se a analise com um cromatégrafo gasoso
da Shimadzu GC-14B, equipado com detector de ionizacdo de chama
(FID) e coluna capilar SGE BPX70 (60m x 0,25mm x 0,25 pum). O
programa de temperatura utilizado no cromatografo foram: inicio a 160
°C, ap6s aquecimento a 4°C.min! até 230 °C, com permanéncia nessa
temperatura por 10 minutos. O resultado para o perfil de acido graxo é
expresso em relagdo a porcentagem da area do pico. Essas determinagdes
foram realizadas no Laboratério de Grasas y Aceites da Faculdade de
Quimica da Universidad de La Republica (UDELAR) no Uruguai.
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9 APENDICEB

Cromatograma

Neste apéndice é apresentado, para exemplificacdo, um cromatograma
obtido no decorrer do estudo.

Figura 28 — Cromatograma da cinética de hidroesterificacdo enzimatica
da gordura abdominal de frango. Condicdes experimentais de 0,3% (m/m)
da lipase NS 40116, 2% de a4gua (m/m), 1:3,5 razdo molar dleo:metanol
a 35 °C; agitacdo de 250 rpm, em sistema livre de solvente.
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