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RESUMO

Neste trabalho estudou-se novas alternativas para producdo de ésteres via
hidroesterificacdo enzimatica de 6leo de soja e fritura em sistema livre de
solvente empregando banho de ultrassom, em duas etapas, hidrdlise enzimatica
em modo batelada sequida de esterificacdo dos &cidos graxos em reator
enzimatico operando em modo continuo. Na etapa de hidrélise a melhor
condi¢do para o (6leo modelo) foi razdo molar (6leo de soja: agua) 1:20, 40 °C,
132 W, 10 % de catalisador enzimatico Lipozyme TL IM e 300 rpm, utilizando
alcool isopropilico para lavagem e separacao da lipase. Apds a hidrolise, o teor
de AGL a partir de dleo de soja foi de aproximadamente 60 % (m/m) e para o
o6leo de fritura em torno de 60, 93 % (m/m). A lipase recuperada apresentou 50
% da sua atividade relativa residual podendo ser reutilizada, e o ultrassom nao
interferiu na atividade residual da lipase. No teste do solvente de lavagem,
quanto a recuperacdo e reutilizacdo, observou-se que o mesmo pdde ser
reutilizado nédo interferindo na producdo dos AGL e nem na atividade da lipase.
Para a etapa de esterificacdo estudou-se os efeitos das variaveis como razao
molar (&cido graxo vegetal de soja (AGVS): etanol), vazdo de alimentacao,
catalisador enzimatico ideal e uso do ultrassom para a produgdo de ésteres
etilicos em reator continuo, onde chegou-se a condicdo otimizada de razdo
molar de 1:6 (AGVS: etanol), vazdo de alimentacdo 2,5 mL/min, catalisador
Novozym 435 e 65 °C, apresentando conversdes em ésteres etilicos de 95 %.
Para as reagdes de esterificacdo enzimatica em modo continuo, o ultrassom nédo
apresentou beneficios. A integracdo dos processos para a hidroesterificacdo
permitiu a producdo do hidrolisado enzimético do 6leo de soja e fritura com
ultrassom e posteriormente esterificou-se a carga acida em reator continuo
utilizando ultrassom. Obteve-se conversdo em ésteres etilicos a partir do 6leo
de soja hidrolisado em torno de 82,85 % em 7 min e em 28 min uma conversao
de 93,46 %. Para a esterificacdo do hidrolisado do 6leo de fritura em reator
continuo com ultrassom obteve-se um teor de ésteres etilicos em torno de 79,33
% em 9 min, com o passar do tempo reacional o teor diminui para 51,87 % em
171 min utilizando ultrassom; para a rea¢do sem o uso do ultrassom apresentou
teores em ésteres etilicos em torno de 75,19 % em 9 min de reacdo diminuindo
com o passar do tempo reacional para 66,44 % em 171 min. Na quantificacdo
do hidrolisado provindo do éleo soja conseguiu-se quantificar os teores de
AGL, MAG, DAG, TAG, agua e glicerol. Através dos dados experimentais
chegou-se a estequiometria da reacdo. Para a hidroesterificacdo de 6leo de
fritura quantificou-se os teores de AGL, MAG, DAG, TAG, 4gua e glicerol



tanto do hidrolisado como das amostras apds serem esterificadas com o intuito
de verificar se além da esterificacdo poderiam estar ocorrendo a
transesterificacdo, pode se concluir que ocorre a formacdo de agua e ésteres
produtos provindos da esterificacao.

Palavras-chave: Hidroesterificacdo enzimatica, acidos graxos livres, 6leo de
soja, Oleo de fritura, ultrassom, lipases, reator continuo.



ABSTRACT

In this work were studied new alternatives for the production of esters
by enzymatic hydroesterification of soybean and frying oil in a solvent-
free system employing ultrasound bath, in two stages, enzymatic
hydrolysis in batch mode followed by esterification of fatty acids in
enzymatic reactor operating at continuously mode. In the hydrolysis step
the best condition for soybean oil (oil type) was a molar ratio (soybean
oil: water) of 1:20, 40 °C, ultrasound power of 132 W, 10 % of
Lipozyme TL IM enzyme catalyst and 300 rpm using isopropyl alcohol
for washing and separation of the lipase. After hydrolysis, the FFA
content obtained from soybean oil was about 60 % (w/w) and from
frying oil was about 60.93 % (w/w). The recovered lipase showed 50 %
of its residual relative activity which could be reutilized, and the
ultrasound did not interfered with residual activity of lipase. In the
solvent test, considering its recovery and reutilization, was observed that
the same solvent could be reused without interfering in the production of
FFA nor even in the lipase activity. For the esterification step was
studied the effects of variables such as mole ratio (soybean vegetable
fatty acid (SVFA): ethanol), feed flow, ideal enzyme catalyst and use of
ultrasound for the production of ethyl esters in a continuous reactor,
where the optimized condition was molar ratio of 1:6 (SVFA: ethanol),
feed flow of 2.5 mL/min, Novozym 435 as catalyst and 65 °C, with
conversions of 95 % of ethyl esters. For the enzymatic esterification in
continuous mode, the ultrasound bath showed no benefit. The
integration of the processes for the production of hydroesterification
allowed an enzymatic hydrolyzate of soybean and frying oil, with
ultrasound and subsequently esterified to acid load in a continuous
reactor using ultrasound. Conversion in ethylic esters was obtained from
the hydrolyzed soybean oil, around 82.85 % in 7 min and 93.46 % in 28
min. For the esterification of the frying oil hydrolyzate in a continuous
reactor with ultrasound gave a content of ethyl esters around 79.33 % in
9 min, as the reaction time passed the content decreased to 51.87 in 171
min using ultrasound; for the reaction without the use of ultrasound
showed levels of ethyl esters around 75.19 % in 9 min of reaction,
decreasing with the passage of reaction time to 66.44 % in 171 min. In
the quantification of the hydrolyzate coming from soybean oil could be
quantified FFA content, MAG, DAG, TAG, water and glycerol.
Through the experimental data reached was made the stoichiometry of
the reaction. For the frying oil hydroesterification were quantified the



levels of FFA, MAG, DAG, TAG, water and glycerol, from both
hydrolyzed samples and samples after they were esterified in order to
verify that if beyond the esterification could be occurring a
transesterification, and so can be concluded that there is a formation of
water and esters coming from esterification products. For the hypothesis
that occurs along with the esterification, a transesterification can not
have a precise conclusion, it should be performed other analyzes,
deepening over this study.

Keywords: Enzymatic Hydroesterification, free fatty acids, soybean oil,
frying oil, ultrasound, lipases, continuous reactor.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

HIDROESTERIFICAGAO ENZIMATICA DE OLEOS DE SOJA E FRITURA :
FM SISTFMA DF Ul TRASSOM 1

Por qué? |
\
v'A hidroesterificagdo é uma alternativa na produgdo de ésteres principalmente
quando se utilizam o6leos reciclados, podendo-se realizar o reaproveitamento
destes dando um destino adequado e contribuindo com o meio ambiente
v Catalisadores enzimaticos sélidos podem ser reutilizados
v'Reator em modo continuo permite melhor controle e reduz o custo operacional
Quem ja fez?
‘—
v/ Séo poucos os trabalhos de hidroesterificagdo os quais realizam tanto a hidrdlise
quanto a esterificagdo utilizando catalisadores enziméticos
v'Nédo constam na literatura trabalhos de hidroesterificagdo enzimatica em
ultrassom sem uso de agentes emulsificantes
v' A hidroesterificacdo em reator em modo continuo é considerada uma alternativa
promissora y

Hipoteses?

(/E possivel a obtencéo de AGL pela hidrélise em ultrassom, sem a utilizagdo de\
agentes emulsificantes e solventes organicos

v'O 6leo hidrolisado (fase lipidica) pode ser esterificada em reator em modo
continuo obtendo altas conversdes em ésteres

v E possivel realizar a hidroesterificagio do 6leo de fritura

v E possivel a quantificagdo dos produtos e subprodutos das reagdes de hidrélise
e esterificagdo enzimética

v"Na hidroesterificacdo do dleo de fritura pode ocorrer além da esterificagdo a

i transesterificagdo ‘

Métodos experimentais

v Método de atividade catalitica da lipase

v’ Quantificagdo dos produtos, AGL e ésteres, por titulagdo e CG

v Método de recuperagédo do solvente de lavagem do catalisador e recuperacdo do
catalisador para reutilizagdo

v’ Quantificages do teor de MAG, DAG, TAG, agua, ésteres, glicerol e AGL no
produto final

Resposta
—
v" Determinar condigdes experimentais que conduzam a maior valor de teor de
AGL através da hidrolise
v/ Como recuperar e reutilizar o catalisador utilizado na hidrélise
v' Obter maiores conversdes em ésteres etilicos pela esterificacdo dos AGL
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1 INTRODUCAO

O uso da tecnologia enzimatica na modificacdo de dleos e
gorduras vem ganhando cada vez mais espago, de um lado devido as
vantagens que apresenta frente aos processos convencionais, que exigem
a operacdo em temperaturas e pressdes mais elevadas e grande consumo
de produtos quimicos, e de outro devido ao desenvolvimento de novas
tecnologias que possibilitam a obtengo de enzimas de diversas fontes
com um custo reduzido. Dentre as vantagens da rota enzimatica, pode-se
apontar o maior rendimento e maior especificidade do processo,
obtencdo de produtos biodegradaveis, menor consumo de energia e
reducdo da quantidade de residuos gerados (CASTRO et al., 2004).

As lipases sdo enzimas naturalmente presentes no organismo dos
seres vivos, responsaveis pelo metabolismo de 6leos e gorduras. Estas
enzimas possuem um grande potencial biotecnoldgico, pois em meio
aquoso catalisam a hidroélise de triacilglicerois, e em condicGes de baixa
quantidade de agua podem promover também reacdes de esterificacao,
interesterificaglo e transesterificacdo (JAEGER et al., 1994). As lipases
(triacilglicerolacilidrolases E.C.3.1.1.3) atuam na interface entre a fase
aquosa e o 0leo, catalisando a hidrélise total ou parcial de triacilgliceréis
(TAG), produzindo diacilglicer6is (DAG), monoacilglicerdis (MAG),
glicerol e &cidos graxos livres (NOOR et al., 2003; CASTRO et al.,
2004).

O processo mais comum para obtengdo de ésteres a partir de
triacilglicerdis é a transesterificacdo de Oleos vegetais e gorduras
animais. Mais recentemente vem sendo estudado também o processo de
hidroesterificacdo, o qual permite, além da utilizacdo de uma ampla
variedade de lipases de baixo valor comercial, 0 uso de uma maior
variedade de matérias primas, incluindo dleos de fritura, 6leos de
elevada acidez bem como matérias graxas residuais do processamento
de bleos.

A hidroesterificacdo é um processo que envolve uma etapa de
hidrélise seguida de uma etapa de esterificacdo. A hidrdlise consiste em
uma reagdo quimica entre a gordura ou o 6leo com a agua, gerando-se
glicerina e &cidos graxos. Apo6s a hidrolise, a glicerina é removida e o0s
acidos graxos gerados sdo entdo esterificados com um alcool que
“neutraliza” a acidez presente, gerando ésteres de elevada pureza. Na
reacdo também se obtém, como subproduto, a 4gua, que pode retornar
para o processo de hidrélise (ENCARNACAO, 2008).
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Na busca por novas técnicas que possam melhorar o rendimento
de processos industriais, a tecnologia que emprega ultrassom vem se
mostrando uma alternativa promissora devido aos beneficios que pode
promover como miscibilidade do substrato, e a sua aplicabilidade em
uma vasta gama de atividades (KWIATKOWSKA et al., 2011). Alguns
estudos relatam que o uso de ultrassom possibilita a formagdo de
emulsdes mesmo sem a presenca de substancias surfactantes, devido a
ocorréncia de fendmenos no meio que promovem uma efetiva agitacao e
dispersédo de fases em sistemas heterogéneos. Em reacgdes enzimaticas, o
uso de ultrassom tem demostrado aumentos na atividade e estabilidade
enzimatica, bem como na vida Util destes biocatalisadores. No entanto,
deve-se ressaltar que a influéncia das ondas ultrassdnica sobre enzimas
podem ser positiva ou negativa, dependendo diretamente dos pardmetros
de processo empregados e do tipo de enzima utilizada
(KWIATKOWSKA et al., 2011; CHANDRALAPA et al., 2012).

Devido ao alto custo das lipases, o processo continuo na
producdo de ésteres alquilicos, utilizando lipases imobilizadas
empacotadas em reator de leito fixo (PBR) € considerado um processo
viavel (AL-ZUHAIR et al., 2011). Os reatores de leito fixo sdo,
tradicionalmente, empregados na maioria dos reatores biocataliticos em
larga escala, devido a sua alta eficiéncia, baixo custo, facilidade de
construcdo, operacdo, ampliagdo de escala e controle automético e
menor grau de forca de cisalhamento, o que consequentemente, evita a
ruptura das particulas do biocatalisador (AL-ZUHAIR et al., 2011;
BALTARU et al.,, 2009; CHANG et al., 2009; CHEN; LIN, 2010;
HALIM et al., 2009; WANG et al., 2011).

A inspecdo da literatura revela que hd poucos trabalhos sobre a
hidroesterificacdo de 6leos visando a producdo de ésteres, que utilizam
catalisadores enzimaticos tanto na etapa de hidrolise quanto na de
esterificacdo, sendo que a maioria emprega as rotas enzimatica/quimica.
Do mesmo modo é dificil encontrar trabalhos que estudem a
recuperacdo e reutilizacdo do catalisador enzimatico da etapa de
hidrélise. Até o presente momento ndo foram encontrados trabalhos que
utilizem a tecnologia do ultrassom em reacdo de hidroesterificacao.
Diante do cenario biotecnolégico hd uma grande preocupagdo com meio
ambiente encaixando os conceitos de tecnologia verde. Devido a estas
preocupagdes motivam-se estudos de processos que gerem menos
residuos, menores gastos energéticos, reutilizacdo de residuos de 6leos e
gorduras entre outros.

Levando-se em consideracdo a importancia do estudo dessa nova
tecnologia, com base nos aspectos expostos anteriormente, este trabalho
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visa explorar o potencial do ultrassom para producdo de ésteres em
sistema livre de solvente organico, por meio do processo de
hidroesterificacdo enzimatica de dleo de soja, aqui empregado como
matéria-prima modelo e ap6s a aplicagcdo em dleo de frituras, em reator
continuo, visando uma diminuicdo de tempo, custos e gastos energéticos
e proporcionando um destino para 6leos residuais, permitindo sua
reutilizacao.






2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo geral investigar nova
alternativa para producéo de ésteres via hidroesterificacdo enzimatica de
Oleo de fritura em sistema livre de solvente empregando banho de
ultrassom, em duas etapas, hidrolise enzimatica em modo batelada
seguida de esterificacdo dos A&cidos graxos em reator enzimatico
operando em modo continuo.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Hidrolise enzimética em batelada:

v' Identificar dentre catalisadores enzimaticos comerciais e ndo-
comerciais, aqueles que apresentem um maior potencial de
hidrélise;

v Determinar as condi¢les de preparacdo da dispersdo 6leo e
agua, como razdo molar (6leo:agua), condicbes de agitacdo e
estabilidade da emuls&o;

v Auvaliar a cinética enzimatica de hidrélise em modo batelada
em banho de ultrassom sob a influéncia das variaveis de
processo (tempo e intensidade da agitacdo para formacgédo da
emulsdo, tempo de reacdo e quantidade de enzima, solvente
adequado para extragdo);

v’ Estudar a reutilizagdo do solvente usado para extracdo dos
AGL e separacdo do catalisador enzimatico, bem como o
estudo da reutilizacdo da lipase para outras reagoes;

v' Realizar a hidrélise de o6leo de fritura adquirido de
restaurantes locais, otimizar condicdes para este 6leo, tendo
como base as condicGes ja otimizadas para 6leo de soja.

Esterificacdo enziméatica em continuo:
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v’ Selecionar o catalisador enzimatico adequado a esterificacdo
dos acidos graxos gerados na etapa de hidrolise;

v Avaliar influéncia das varidveis de processo (razdo molar
6leo: etanol, temperatura e vazao dos substratos) na conversao
da reacdo empregando acido graxo vegetal de soja (AGVS)
comercial, como substrato.

Integracdo dos processos: Hidroesterificacéo

v Auvaliar a obtencdo do hidrolisado a partir de éleo de soja e
6leo de fritura, para alimentacdo como substrato na etapa de
esterificacdo;

v’ Esterificar em reator continuo os hidrolisados provindos da
etapa de hidrolise nas condi¢bes otimizadas na etapa de
esterificacdo;

v Avaliar o efeito do uso do ultrassom na hidroesterificacéo;

v Quantificar o produto final da hidrélise dos 6leos de soja e
fritura e da hidroesterificacdo como analises de
monoacilglicerdis, diacilglicerdis, triacilgliceréis, glicerol e
agua.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Este capitulo apresenta uma breve revisdo acerca do estado da
arte no qual o presente trabalho se insere, procurando evidenciar a
relevancia do tema sob investigacdo, para a literatura cientifica.
Inicialmente, sera apresentada uma viséo geral sobre éleos e gorduras,
enzimas, lipases, evidenciando suas vantagens, aplicacbes e
caracteristicas. Posteriormente, énfase serd dada & modificagéo de 6leos
e gorduras, apresentando de forma sucinta as principais reagdes. Por
fim, uma breve explanacdo sobre a utilizacdo do ultrassom em reacGes
catalisadas por enzimas mostrando a caréncia de trabalhos na literatura
relatando o emprego de lipases na hidrélise de 6leo de soja em sistemas
de ultrassom para producdo de &cidos graxos livres e posteriormente sua
esterificacdo através do processo de hidroesterificagdo para obtencdo de
ésteres, sendo uma rota alternativa diante das convencionalmente
utilizadas.

3.1 OLEOS E GORDURAS

Desde a ultima década tém surgido um grande interesse na
transformacédo biotecnoldgica de 6leos e gorduras, visando a utilizacdo
destas matérias-primas na producdo de compostos de alto valor
agregado, de uso potencial na inddstria farmacéutica, de alimentos,
oleoquimica, entre outras. Os 0Oleos e gorduras sdo matérias-primas
versateis para aplicacdo desta tecnologia (CASTRO et al., 2004).

Os o6leos e gorduras sdo substancias pertencentes a classe dos
lipideos podendo ter origem em diversas fontes, como no tecido adiposo
de animais, em frutos e sementes (AWADALLAK et al., 2013). Em
geral, os Oleos e gorduras comestiveis sdo insoliveis em agua e
constituidos predominantemente por ésteres de glicerol e acidos graxos
(VOLL, 2011).

O esqueleto de dleos e gorduras é formado por cadeias de acidos
organicos lineares, denominados &cidos graxos ou &cidos carboxilicos
com cadeia carbonica longa. Além disso, a grande maioria dos acidos
graxos naturais ndo apresenta ramificagces e contém um ndmero par de
carbonos devido & rota bioquimica de sintese. Os &cidos graxos diferem
entre si pelo nimero de carbonos da cadeia e também pelo nimero de
insaturacdes (NICHOLS et al., 2003; MARTIN et al., 2006).
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Nos 6leos e gorduras, os acidos graxos podem ser encontrados
livres ou, preferencialmente, combinados. Na forma combinada, seus
derivados sdo normalmente encontrados como monoacilglicerdis,
diacilglicerois e triacilglicerois, os principais compostos dos 6leos e
gorduras (Figura 2) (SUAREZ et al., 2007).

Figura 2- Estrutura béasica dos acilglicerais.
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Monoacilgliceréis ou monoglicerideos (MAG) séo surfactantes
nao ibnicos, que possuem o status GRAS (Generally Recognized as
Safe) pela FDA (Food and Drugs Administration-USA), sendo
amplamente utilizados nas industrias farmacéuticas como emolientes
para emplastos, liberando lentamente 0 medicamento, na indUstria de
alimentos como emulsificantes em produtos de panificacdo, margarinas,
derivados do leite, doces e molhos, e na indUstria de cosméticos séo
usados na melhora da consisténcia de cremes e logdes. Estes compostos
ndo promovem irritagdes na pele nem efeitos colaterais quando
ingeridos, ao contrario dos tensoativos iénicos (FREITAS, 2006;
KAEWTHANG et al., 2005).

Os diacilglicer6is ou diacilglicerideos (DAG) sdo ésteres de
glicerol que possuem dois grupos hidroxila esterificados por acidos
graxos, podendo existir em duas formas estequiométricas, 1,2 (2,3)-
DAG e 1,3-DAG (SAMBANTHAMURTHI et al.,, 2000). O DAG
apresenta um teor de pelo menos 80 % de 1,3-DAG e tem sido utilizado
como um oOleo de cozinha funcional, devido as suas propriedades
nutricionais (NAGAO et al., 2000), sendo que também pode ser
utilizado como emulsificante e estabilizante para as inddstrias de
alimentos, cosméticos e farmacéutica (GONCALVES et al., 2012).
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Assim, estes compostos estdo naturalmente presentes em dleos e
gorduras, mas em niveis inferiores aos de TAG e representam uma
classe importante de produtos quimicos amplamente utilizados na
industria moderna (REDON et al., 2001).

Segundo Hidalgo e Zamora (2003) mais de 95 % (massa) dos
6leos e gorduras sdo constituidos de triacilglicerdis, a fracdo restante é
composta por monoacilgliceréis, diacilglicerois, acidos graxos livres,
proteinas, esterdis, vitaminas e tocoferdis. As moléculas de
triacilglicerdis sdo constituidas de trés moléculas de &cidos graxos
(AGL) de cadeia longa ligadas, na forma de ésteres, a uma molécula de
glicerol (GERIS et al., 2007).

Devido as diferentes funcionalidades presentes em sua estrutura
quimica, os triacilglicerdis, que sdo derivados de acidos graxos, exibem
uma grande versatilidade reacional (GUSTONE, 2000). Eles
representam a principal forma de armazenamento de energia das plantas
e nos animais (KOLAKOWSKA,; SIKORSKI, 2002), pois sdo altamente
eficientes no armazenamento de energia metabdlica, uma vez que séo
menos oxidativos que acidos e proteinas e praticamente ndo absorvem
agua (MATOS, 2010).

3.2 OLEO DE SOJA

A planta da soja pertence a classe Dicotyledoneae, subclasse
Archichlamydae, ordem Rosales, subordem Leguminosinae, familia
Leguminosae, subfamilia Papilionaceae, tribo Phaseoleae, género
Glycine L., subgénero Glycine (Moench) e a espécie Glycine max (L.)
Merrill (GONG et al., 2004).

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
(EMBRAPA) o Brasil é o segundo maior produtor mundial de soja, com
uma producdo de 75 milhdes de toneladas para a safra de 2010/2011,
ficando atras apenas dos Estados-Unidos. Destacando-se como a
leguminosa de maior expressdo econémica do planeta (BLACK, 2000),
0 gréo de soja possui diversas aplicacdes, dando origem a produtos e
subprodutos muito usados na agroinddstria, na industria quimica e de
alimentos.

A soja possui excelente capacidade de adaptacdo, semelhante ao
cultivo de feijdo, preferindo terras silico-argilosas férteis, nunca umidas
e nem &cidas, podendo ainda ser semeadas duas vezes ao ano (setembro-
outubro e fevereiro-margo). O grdo possui textura macia, sabor pouco
amargo, elevados teores de &cido ascOrbico e B- caroteno e baixas
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quantidades de fatores antinutricionais, com 17-19 % de proteinas e 35-
40 % de gordura (SIMONNE et al., 2000; MARQUES, 2006;
EMBRAPA SOJA, 2007).

Apesar da vasta aplicacdo das proteinas da soja, 0 grdo tem seu
uso mais conhecido matéria-prima para a extracdo de 6leo de soja, 0
qual apresenta aproximadamente 98 % da sua composicdo (Tabela 1)
formada pelos acidos graxos como esteérico, linolénico, palmitico,
oleico e linoleico. Alem disso, ainda existem pequenas quantidades de
componentes  ndo-gliceridicos, tais como fitoesterdis, ceras,
hidrocarbonetos, carotenoides, tocoferdis e fosfatideos (NETO et al.,
2000).

Tabela 1- Composigdo de &cidos graxos do 6leo de soja.
ACIDOS NOMENCLATURA Teor de AGL (%,

GRAXOS m/m)
C14:.0 Miristico -
C16:0 Palmitico 10,4
Ci6:1 Palmitoléico 0,1
C18:0 Estearico 3,0
Ci18:1 Oleico 26,7
C18:2 Linoleico 52,2
C18:3 Linolénico 5,4
C20:0 Araquidbénico 0,3

Total 98

Fonte: Remonatto (2013).

Recentemente, o 6leo de soja também vem ganhando espaco
como fonte alternativa de combustivel, sendo a matéria-prima mais
utilizada para a producéo de biodiesel, correspondendo a cerca de 80 %
da producdo no pais (Figura 3).
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Figura 3 - Matérias-primas utilizadas para producéo de biodiesel.

m Oleo de soja

W Gordura bovina

m Oleo de algoddo

® Outros materiais graxos
m Oleo de fritura

Gordura de porco

Fonte: Adaptado de ANP (2015).

3.3 OLEOS DE FRITURA

Oleos comestiveis derivados de diversas oleaginosas, quando
usados em frituras, geram um custo ambiental capaz de causar grandes
problemas de poluicdo, especialmente quando descartado via esgoto
domeéstico. Diariamente sdo geradas grandes quantidades de 6leo de
cozinha nos lares, inddstrias e estabelecimentos produtores de refei¢fes
no pais. O residuo de 6leo, por falta de informacdo da populacdo, muitas
vezes é descartado de forma inadequada, ou seja, despejado diretamente
em &guas, como rios e riachos, pias e vasos sanitarios, causando danos
pelo entupimento de canos e 0 encarecimento dos processos de
tratamento do esgoto (CASTANELLI, 2008). Uma vez constatado que o
oleo ja ndo é mais apropriado para consumo, 0 mesmo nao deve ser
descartado na rede publica de esgoto, pois provoca impactos ambientais
significativos (SABESP, 2011). Os o0leos nos esgotos pluviais e
sanitarios emulsificam-se com a matéria organica, ocasionando
entupimentos em caixas de gordura e tubulagdes. Devido a
imiscibilidade com a agua e inferior densidade, ha tendéncia a formacao
de filmes oleosos na superficie da agua dificultando a troca de gases
com a atmosfera, ocasionando deplecdo das concentracBes de oxigénio e
anaerobiose, com morte de peixes e outros organismos aerébios. Na
rede de esgotos, 0s entupimentos podem ocasionar pressdes que
conduzem a infiltracdo do esgoto no solo, poluindo o lengol freatico ou
havendo refluxo a superficie. Ja nos municipios que possuem tratamento
de esgoto, 0 mesmo quando ingressa aos sistemas com residuos



42

gordurosos dificulta o tratamento, podendo encarecé-lo em até 45 %
(REIS; ELLWANGER; FLECK, 2007).

A reutilizacdo excessiva do Oleo de fritura causa ainda o
fendmeno de off-flavor, formacgéo de espuma, aumento de intensidade de
cor e viscosidade do 6leo (ZHANG, 2012) e sugere-se que 0 mesmo seja
descartado quando a quantidade de acidos graxos livres alcancar 0,9 %,
0 teor de compostos polares maximo for de 25 % e os valores de acido
linolénico presente forem de até 2 % (ANVISA, 2004). Outro parametro
importante e bastante utilizado na avaliacdo da qualidade dos dleos de
fritura é a formacao de acidos graxos livres (AGL), uma vez que hd um
aumento no seu nivel & medida que aumenta a degradacéo do dleo. Em
temperaturas de fritura, uma quantidade consideravel de umidade dos
alimentos é liberada na forma de vapor, que reage com triacilgliceréis
que, por hidrolise, formardo &cidos graxos livres, monoacilglicerdis,
diacilglicerais e glicerol (PAUL; MITTAL, 1997).

Uma maneira efetiva de reciclar os rejeitos de dleos usados em
residéncias, restaurantes e industrias é a sua utilizacdo para producéo de
metil e etil ésteres de acidos graxos (CHEN; ZONG; WU, 2005).
Segundo Watanabe et al. (2001); Li et al. (2006); Wang, Wu e Zong
(2008); Dizge et al. (2009); Halim, Kamaruddin e Fernando (2009),
utilizar como substrato para produgdo de metil e etil ésteres de &cidos
graxos o Oleo residual de fritura apresenta-se como uma alternativa
promissora dando um destino correto para estes residuos.

3.4 ENZIMAS

Enzimas sdo macromoléculas biologicamente ativas, de natureza
proteica ou glicoproteica, que atuam de forma a acelerar uma reagdo
bioguimica, reduzindo a energia de ativacdo necessaria para converter
substrato em produto, sem que o equilibrio da reacdo seja alterado. O
mecanismo celular de sistemas vivos, animais, vegetais e micro-
organismos, depende da acdo de enzimas, provenientes de tecidos
animais e vegetais (glandulas, sementes e frutos), e culturas de micro-
organismos, que constitui atualmente, o maior setor da indUstria
biotecnoldgica, onde se pode utilizar o proprio microrganismo ou fazer a
extracdo de enzimas do meio de cultura de bactérias, fungos
filamentosos e leveduras (NEIDLEMAN, 1991; LEHNINGER et al.,
2000).

A utilizacdo de enzimas como biocatalisadores de reagdes de
interesse apresenta vantagens por exigir um menor consumo energeético,
maior rendimento e obtencdo de produtos biodegradaveis (CASTRO et
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al., 2004). Elas catalisam uma série de transformacdes de modo seletivo,
rapido e em condicGes brandas de reacdo, sem a ocorréncia de reacdes
paralelas, o que as difere dos catalisadores convencionais que exigem
temperaturas mais elevadas e valores de pH distantes da neutralidade
(FARIA, 2010). Outra vantagem reside na facilidade em se regular a
atividade enzimatica, pois para isso basta modificar a natureza do meio
reacional, ajustando o pH ou adicionando suplementos. Estes
biocatalisadores podem ser usados nas formas brutas ou imobilizados, o
gue protege sua configuracdo nativa, contribuindo para sua estabilidade
e permitindo sua reutilizagdo (FABER, 1997).

O uso de enzimas em sintese organica vem crescendo
exponencialmente, com aplicacgdio em  diversos tipos de
biotransformagdes. Suas propriedades como biocatalisadores as tornam
altamente requisitadas devido ao seu grande potencial de aplicacdo na
industria de alimentos, na industria farmacéutica e na area de quimica
fina. O mercado global da indUstria de enzimas abrange o setor de
produtos alimenticios, detergentes, téxteis, tratamento de couro e
vinicolas. No setor alimenticio, destaca-se a aplicacdo de enzimas na
producdo de alimentos fermentados, edulcorantes, etanol de cereais,
produtos lacteos, sucos de frutas, industrias de panificacdo e cervejarias
(CARREA; RIVA, 2000; FABER, 1997).

3.4.1 Enzimas lipoliticas

Lipase é 0 nome genérico para um grupo de enzimas pertencentes
a classe das hidrolases (E.C. 3.1) e que atuam sobre ligacdes éster (E.C.
3.1.1), sendo classificadas como glicerol éster hidrolases (E.C. 3.1.1.3).
Séo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser obtidas de fontes
animais, vegetais e microbianas. Antigamente, elas eram
predominantemente obtidas a partir de 6rgdos de animais (pancreas) e
usadas como auxiliar digestivo para consumo humano (FROST; MOSS,
1987). De modo geral, as enzimas obtidas a partir de microrganismos
apresentam uma maior estabilidade térmica frente as extraidas de
animais e vegetais, além de serem facilmente separadas por filtragdo ou
centrifugacdo, constituindo um dos grupos mais utilizados atualmente
no segmento industrial. Os microrganismos mais utilizados para
producdo de lipases sdo fungos dos géneros Rhizopus, Aspergillus,
Geotrichum e Mucor e leveduras do género Candida (HASAN et al.,
2006).
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Lipases sdo usualmente estaveis em solugfes aquosas neutras a
temperatura ambiente, apresentando atividade em pH na faixade 4 a9 e
em temperaturas variando desde a ambiente até 70 °C, com atividade
6tima na faixa de temperatura entre 30 e 40 °C (VULFSON, 1994). Um
teor de agua residual geralmente de 0,5 a 1 % (m/v), correspondente a
uma atividade de agua (aw) de 0,25 a 0,45, é necessario para a atividade
catalitica da maioria das lipases. Este teor, entretanto, pode ser de até 11
% (m/v) (VILLENEUVE, 2007).

Em relagdo a especificidade quanto ao substrato, as lipases
podem ser classificadas em quatro grupos: lipases nao especificas ou
aleatorias, relacionada a classe de lipidios onde a enzima é especifica em
relacdo ao tipo de éster; lipases regioespecificas, onde a seletividade da
enzima é determinada pela posicdo da ligacdo éster em uma molécula;
lipases estereoespecificas, que catalisam apenas a hidrolise ou a
esterificacdo de um ou dois esterecisdmeros; e lipases acido graxo
especifico, onde a lipase é especifica em relacdo ao comprimento da
cadeia do acido graxo ou em relacdo a presenca de dupla ligacdo nesta
cadeia (VAN DER PADT, 1993; FREITAS, 2008).

Devido ao grande potencial, as lipases vém sendo usadas nos
mais diferentes tipos de indistria em diferentes aplicacdes. Na industria
de alimentos é usada como aditivo para sintese de aromas (maturacéo de
gueijos) e edulcorantes (aspartame); na area médica sdo usadas como
remédio digestivo e para fins diagndsticos; na inddstria farmacéutica
promove a sintese de intermediarios de farmacos (ibuprofeno e
naproxeno, farmacos com atividade anti-inflamatéria) e resolucdo de
misturas racémicas (sintese de atenolol, farmaco anti-hipertensivo). As
lipases sdo também usadas na indUstria de detergentes, de couro e para o
tratamento de efluentes (BURKERT, 2002; BURKERT et al., 2004).
Podem catalisar uma ampla variedade de reacdes, incluindo hidrdlise,
transesterificacdo, alcoolise, aciddlise, esterificacdo e amindlise
(DALLA-VECCHIA, 2004).

3.5 PROCESSOS DE MODIFICACAO ENZIMATICA DE OLEOS E
GORDURAS

Nos Gltimos vinte anos tém surgido um crescente interesse na
tecnologia de modificagdo dos dleos e gorduras (CLAUSS, 1996;
GONCALVES, 1996; LIMA, 1996). Esta tendéncia pode ser atribuida
principalmente ao fato desses materiais serem obtidos de fontes naturais
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e empregados como importantes matérias primas para as industrias
quimicas, farmacéuticas e alimenticias (GUNSTONE, 1999).

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de aperfeigoar
0s processos de modificagdo de 6leos e gorduras catalisados por lipases,
incluindo a utilizagdo de meios ndo convencionais, imobilizacdo da
enzima, estudos cinéticos e de estabilidade da enzima, modificacdes
quimicas e desenvolvimento de biorreatores (FACIOLI; GONCALVES,
1998).

Os componentes mais expressivos dos 0leos e gorduras sdo 0s
triglicerideos e suas propriedades fisicas dependem da estrutura e
distribuicdo dos 4&cidos graxos presentes (CLAUSS, 1996;
GRAMPONE, 1993). Os dleos e gorduras naturais podem ser o Unico
constituinte de um produto ou podem fazer parte da mistura de diversos
constituintes em um composto. Existem casos, entretanto, que se torna
necessario modificar as caracteristicas desses materiais, para adequa-los
a uma determinada aplicacdo. Portanto, o setor industrial de 6leos e
gorduras tem desenvolvido diversos processos para manipular a
composicdo das misturas de triglicerideos (CASEY, 1992;
HAMMAND, 1988).

A versatilidade das lipases tem sido explorada ou para substituir
processos existentes, ou para produzir uma série de compostos
considerados praticamente inviaveis de serem obtidos por via quimica
convencional. Esta habilidade catalitica tem sido aplicada na hidrélise
de gorduras para produgdo de &cidos graxos, esterificagdo ou
interesterificagdo de gorduras e outros lipideos para preparagdo de
produtos alimenticios ou ndo alimenticios (HAMMOND; GLATZ,
1988; VALENZUELA et al., 1994; WILLIS et al.,1995)

3.5.1 Hidrdlise enziméatica

A hidrélise de dleos e gorduras tem como finalidade produzir
acidos graxos livres, acilglicerois parciais e glicerol (GIOIELLI et al.,
1995). Os processos fisico-quimicos e enzimaticos sdo empregados para
producdo de acidos graxos. O processo de hidrdlise fisico-quimica é
geralmente conduzido sob altas pressdes, na ordem de 50 Pa e
temperaturas de 250 °C, por um periodo de até 2 horas (CLAUSS,
1996). Esse tipo de processo pode destruir cadeias longas, inativando o
potencial biolégico de acidos graxos poli-insaturados (LIU et al., 2008)
e geralmente fornece produtos de composicdo quimica mista, com
coloragdo escura e rica em glicerol, requerendo uma etapa posterior de
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destilacdo para remocéo da cor e de subprodutos (NOOR et al., 2003).
Em contrapartida, a hidrolise enziméatica pode ser realizada sob
condi¢cdes mais brandas e levar a obtencdo de produtos mais especificos
(BEUVE; MORISON, 2010), apresentando-se como uma alternativa
atrativa para a industria, pois utiliza baixas temperaturas, variaveis
controladas, meios reacionais e enzimas especificas, gerando assim um
maior rendimento do processo, menor consumo de energia e redugdo da
quantidade de residuos (CASTRO et al., 2004).

Os &cidos graxos livres, obtidos por reacGes de hidrdlise de éleos
e gorduras, podem ser interesterificados e transesterificados (LIU et al.,
2008), possuindo um vasto campo de aplicacdo como matéria-prima
para a producdo de ésteres, alcoois e aminas graxas, utilizados como
lubrificantes, agentes emulsionantes, ingredientes para fabricacdo de
sabdes, detergentes e racdo animal (NOOR et al, 2003).
Monoacilglicerdis, diacilglicerois e &cidos graxos poli-insaturados sdo
comumente usados como aditivos para industrias de farmacos, alimentos
e cosméticos (CASTRO et al., 2004; BABICZ et al., 2010).

O processo de hidrdlise enzimética necessita de dois requisitos
para a operacdo: a formacdo de uma interface lipideo/agua e a absorcéo
da enzima nesta interface. Assim, quanto maior a interface, maior sera a
guantidade de enzima adsorvida, acarretando velocidades de hidrolise
mais elevadas (MERCON, 1995). O mecanismo de reacdo de hidrolise
bem conhecido para a acdo da lipase em triacilgliceréis no 6leo é
apresentado na Figura 4.

Figura 4- Mecanismo de hidrdlise do triacilglicerol pela lipase.
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Fonte: Adaptado de SHARMA et al. (2012).
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As lipases sdo enzimas interfaciais, permanecem ativada na
interface 6leo-agua, devido a conformacdo tampa aberta de lipases na
interface do sistema bifasico (YAN et al., 2011; MARUYAMA et al.,
2000).0 mecanismo representa a ligacdo do grupo acil (RCOQ’) na
cadeia lateral positivo (NH5") e ions de hidrogénio (H") na cadeia lateral
negativo (COO") no sitio ativo da lipase. Isso provoca a liberacdo de
acidos graxos livres (RCOOH) no sistema solvente bifasico e também
pode ser recuperado depois da extracdo da fase solvente.

A hidrdlise parcial tem como intermedidrios DAG e MAG, que
consistem em TAG sem um ou dois &cidos graxos, respectivamente.
Diversos fatores definem se a reacdo sera completa ou ndo, como o
tempo de reacdo e a disponibilidade de reagentes para a conversao
completa. A Figura 5 mostra as etapas de reacdo de hidrélise de
triacilglicerol (CASTRO et al., 2004).

Figura 5 - Hidrolise sequencial dos grupos acila no acilglicerol, catalisada por
lipases.
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As lipases microbianas tém sido classificadas em trés grupos, em
funcdo de sua especificidade com relacdo ao substrato: Lipases 1,3
especificas - catalisam a liberacdo de acidos graxos especificamente das
posi¢des sn-1 e sn-3 dos acilglicerdis. A hidrolise total pode ocorrer se a
reacdo for por tempo prolongado, considerando-se que 0 2- MAG ou 1,2
(2,3)- DAG formados, ambos quimicamente instaveis, podem ser
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isomerizados espontaneamente para as posigdes 1 ou 3. As lipases de
Rhizopus delemar, Aspergillus niger e Mucor miehei pertencem a este
grupo. A lipase pancredtica é uma tipica lipase sn-1,3 especifica, e
algumas lipases vegetais (colza, mostarda e lupino) tém demonstrado
possuir este tipo de especificidade. Lipases ndo especificas catalisam a
hidrélise de TAG para acidos graxos livres e glicerol, de modo aleatério.
N&o mostram especificidade com relagdo a natureza do grupo acil ou a
posicdo em que este estd esterificado no glicerol. Exemplos sdo as
lipases de Penicilium cyclopium, Corynebacterium acnes, Pseudomonas
fluorescens, Staphylococcus aureus e Candida cylindracea. Lipases
acido graxo especificas catalisam a hidrélise de tipos especificos de
grupos acilas nas moléculas de TAG. Um representante tipico deste
grupo é a lipase de Geotrichum candidum que hidrolisa
preferencialmente grupos acila de cadeia longa, que contenham dupla
ligagdo cis na posicdo 9 (MACRAE; HAMMOND, 1985).

Linfield et al. (1984) estudaram a hidrolise de sebo, 6leos de coco
e oliva utilizando lipases de Candida rugosa, Aspergillus niger e
Rhizopus arrhizus. A reagdo em emulsdo foi conduzida em sistemas de
frascos agitados, obtendo-se elevadas conversdes (97-99 %) em 72
horas de reacdo. A hidrdlise do 6leo de palma foi estudada por Khor et
al. (1986). Os autores empregaram trés diferentes tipos de lipase: de
Candida rugosa, lipase de germe de trigo e lipase pancreéatica de porco.
Dentre as 3 lipases, a que apresentou melhores resultados foi a de
Candida rugosa, com atividade 6tima a 37 °C e pH 7,5.

Wang et al. (1988) analisaram a hidrélise de 6leo de oliva
catalisada por lipase de Candida rugosa em sistema com emulsdo. Os
autores ndo empregaram nenhum tipo de emulsificante, sendo a
emulsificacdo realizada apenas com agitagdo mecénica. Foi verificado
gque as velocidades de hidrolise com e sem emulsificante foram
similares.

Park et al. (1989) estudaram a hidrélise de 6leo de soja com
diferentes tipos de lipase, onde o principal objetivo era comparar as
atividades das enzimas em sistemas isolados e em sistemas combinados
com dois tipos diferentes de lipases. Apds 10 h de reacdo, os autores
verificaram que os sistemas de lipases combinadas apresentaram cerca
de 98 e 99,5 % de conversao, sendo superiores aos sistemas com apenas
uma lipase que apresentou 7,2 e 44,4 % de converséo.

Bilyk et al. (1991) estudaram a hidrélise de diferentes 6leos
vegetais e animais por lipases de Candida rugosa, de Rhizomucor
michei, e de pancreas suino, em sistemas empregando n-hexano como
solvente. Apds a reagdo, estes autores recuperaram a lipase por filtracdo
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e reempregaram-na no sistema, ndo verificando perda significativa de
atividade, o que possibilitou a sua reutilizacdo por vérias vezes. Fu et al.
(1995) estudaram a hidrélise do 6leo de oliva, 6leo de soja, Gleo de
palma, 6leo de coco e 6leos hidrogenados empregando o catalisador
lipase de Aspergillus sp. A lipase apresentou alta atividade especifica
(60000 U/g) e ndo demonstrou especificidade por posicdo. Esta enzima
também demonstrou ser mais efetiva na catalise, quando comparada
com a Lipolase de A. oryzae, com étima atividade a 37 °Ce pH de 6,5a
7. A enzima foi ativada por ions célcio, mas inativada por solventes
organicos como 0 isopropanol e propanona. Todos 0s substratos
analisados foram hidrolisados aos acidos graxos correspondentes,
empregando uma concentracdo de enzima de 5 a 30 U/meq, com
rendimento de 90 a 99 %, em tempo de reacdo de 2 a 24 h.

Ghosh e Bhattacharyya (1995) estudaram a hidrdlise enzimatica
de Oleos comerciais em alta acidez como de coco, soja, mostarda,
girassol e arroz com o objetivo de produzir acidos graxos. Acilglicerdis
neutros de 6leos de alta acidez foram quase completamente hidrolisados
por lipase de Candida cylindracea em 48 h. O 6leo de coco, com acidez
inicial de 69,2 %, foi hidrolisado a temperatura de 35 °C por 48 horas,
atingindo acidez final de 80 %.

Kiatsimkul et al. (2006) estudaram 8 diferentes lipases comerciais
na hidrélise de 6leo de soja em agitador rotativo e verificaram que a
lipase de C. rugosa conduziu a um melhor rendimento na reacdo de
hidrolise em 24 horas (25 %) seguida da lipase de A. niger (13 %).
Quando foi realizada hidrolise do 6leo de soja epoxidado, 45 % de
conversao foram obtidos pela lipase de B. cepacia e 23 % pela lipase de
C. rugosa em 2 horas de reacéo.

Padilha e Augusto-Ruiz (2007) realizaram hidrélise de 6leo de
pescado empregando lipase de pancreas suino em solucdo tampéo pH 8
e acetato de polivinila como emulsificante. As reacfes foram realizadas
a 38 °C sob agitacdo magnética e o rendimento em &cidos graxos livres
foi de 44 % em 1 hora de reacdo.

Outro estudo promissor foi o apresentado por Talukder et al.
(2010), sobre a hidrdlise do residuo de éleo de cozinha por lipase de
Candida rugosa, o qual conduziu a conversdes completas apds 10 horas
a uma concentracdo de 6leo de 50 % e a concentracdo da lipase de 0,025
%, sem aditivos para o meio de reagdo (agua).

Rodrigues e Ayub (2011) estudaram a hidrélise de 6leo de soja
com mistura de enzimas comerciais de T. lanuginosus (TLL, Lipolase
100 L, imobilizada em Lewatit® VP OC 1600) e R. miehei (RML,
Lipozyme RM IM) em agitador rotativo, a 30 °C por 10 horas. Na
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condicdo Otima (razdo molar agua: 6leo 3:1, 25 % de enzima sobre a
massa de 0Oleo, razdo massica TLL/RML de 65 %) foram obtidos 95 %
de converséo.

A literatura aponta que, em condicBes de pressdo atmosférica e
temperaturas mais amenas (35-65 °C), a hidrolise enzimética é bastante
lenta e, em muitos casos, atinge baixas conversdes mesmo em longos
tempos de reagdo. Frente a isso, surge a necessidade de se estudar novas
tecnologias para a otimizacdo de reacBes de hidrolise enziméatica de
0Oleos vegetais (FEITEN, 2013).

3.5.2 Esterificacdo enzimatica

A esterificacdo ocorre a partir da reacdo entre um &cido graxo e
um &lcool de cadeia curta (metanol ou etanol), com formacdo de ésteres
e agua, por catalisadores basicos, acidos ou enzimas (Figura 6)
(CARDOSO, 2008).

A reacdo de esterificacdo é um processo reversivel e o acido
catalisa tanto a reagdo direta (esterificagdo) como a reacdo inversa
(hidrolise do éster). Assim, para deslocar o equilibrio em favor dos
produtos podem-se utilizar dois métodos: remocéo de um dos produtos,
preferencialmente a agua, ou utilizar um excesso de um dos regentes,
como o &lcool (NEVES, 2008). Nesta reacdo, no procedimento mais
comum, o acido carboxilico é protonado por um é&cido, facilitando o
ataque nucleofilico do alcool na carbonila, formando um intermediario
tetraédrico que posteriormente sofre um rearranjo, seguido da perda de
uma molécula de agua e formando uma molécula de éster, como
demonstrado na Figura 7.

Figura 6 - Reagdo de esterificacdo do &cido carboxilico.
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Figura 7 - Mecanismo da reacdo de esterificacdo de acidos graxos catalisada
por acidos.
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Fonte: Neves (2008).

A habilidade das lipases em catalisar a reacdo reversa de sintese
pode ser aplicada na obtencdo de inumeros produtos de interesse.
Misturas de esterificagdo geralmente contém somente os substratos e
enzimas sendo a agua um subproduto da reacdo (GANDHI, 1997).

A agua gerada durante a reacdo de esterificacdo é considerada o
mais importante parametro que precisa ser controlado. Mesmo sob
condicdes de baixa concentracdo de agua, durante o tempo da reacdo,
1mol de agua é formado para cada mol de éster sintetizado. Como
solventes hidrofilicos sdo geralmente evitados para prevenir a inativacdo
da enzima, a formagdo desta fase aquosa pode ocorrer facilmente
durante a reacdo. A remocdo de agua por diversas metodologias pode
prevenir este fendmeno e ajudar na direcéo da reagdo para sua concluséo
com altas conversdes (CASTRO et al., 1995).

A taxa de conversio do acido graxo em ésteres depende
diretamente da maneira como a reagdo serd conduzida, bem como das
condi¢des do processo. Assim, o curso da esterificacdo serd influenciado
por varios fatores que incluem qualidade da matéria-prima (teor de
acidos graxos livres e presenca de agua), temperatura reacional, razéo
molar &lcool/acido graxo e concentracdo de catalisador (LIMA, 2007).
Conforme Patel et al. (2013), a reacdo de esterificacdo é uma reacdo de
equilibrio limitado. Visando transpor a limitacdo de equilibrio, a
esterificacdo de acidos graxos livres geralmente é realizada utilizando o
alcool em excesso, a fim de favorecer a reagéo.

Inimeros ésteres sdo considerados de grande importancia na vida
cotidiana. Produtos naturais, tais como triglicerideos, fosfolipideos,
esterdides, aromatizantes e fragrancias, apresentam em comum uma
ligacdo éster, apesar das diferentes propriedades fisicas e diversas
estruturas quimicas que possuem (VOLFSON, 1994).

Industrialmente, a esterificacdo catalisada por lipases &
empregada para a producédo de ésteres de acidos graxos de alto grau de
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pureza e qualidade, que s&o ingredientes empregados na formulacdo de
cremes, cosmeéticos e outros produtos de higiene. O processo em questdo
é conduzido em reatores agitados, utilizando uma preparacdo de lipase
imobilizada numa temperatura entre 50-70 °C. A agua gerada durante a
reacao de esterificacdo € removida por destilacdo a vapor. O processo
permite a recuperacdo da preparacdo enzimatica e sua reutilizacdo em
bateladas subsequentes (MUKHERJEE, 1990).

Uma das caracteristicas importantes de um produto para sua
aplicacdo em alimentos, cosméticos ou farmacos é sua maior ou menor
facilidade de formar emulsdes estaveis. Emulsificante € uma substancia
gue tem afinidade tanto por substancias polares, quanto por apolares e
permitem a dispersdo de substdncias como lipideos em &gua.
Dependendo de sua composicao, podem fazer parte de sistemas para uso
em cremes, molhos e logBes, tendo, portanto, consideravel uso industrial
(NOVO NORDISK, 1995; VOLFSON, 1994).

Lipases também podem catalisar a sintese de ésteres de
poliglicerol (VOLFSON, 1994). Esses tipos de ésteres sdo ingredientes
multifuncionais, sendo usados como emulsificantes, substitutos de
gorduras, como meio de solubilizacdo de vitaminas lipossollveis para
facilitar a incorporacdo destas em sistemas lipofobicos; podem ser
utilizados em sorvetes, margarinas, coberturas, sobremesas e produtos
de panificacdo (LIMA; NASSU, 1996).

Outra aplicacdo importante desta tecnologia é a producdo de
ésteres de acidos graxos e acUcares, que apresentam larga aplicacdo
como em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos (LORTIE,
1997; CHAMOULEON et al., 2001; TSITSIMPIKOU et al., 1997).
Além de seu efeito conservante, ésteres de carboidratos e acidos graxos
tém sido associados como agentes antitumor e inibidores do crescimento
de plantas (CAO et al., 1999; GAO et al., 1999). Finalmente, merece
referéncia a producdo de ésteres aromatizantes, ésteres de baixa massa
molecular, principalmente para o uso em diversos produtos alimenticios,
farmacéuticos e cosméticos (GATFIELD, 1995).

De Castro et al. (1997) estudaram a influéncia do tamanho da
cadeia alifatica do &cido graxo (C2 a C18) e obtiveram altas taxas de
esterificacdo (95 a 98 %) para &cidos contendo 4 ou mais carbonos.
Resultados similares foram obtidos por Habulin et al. (1996) e Janssen
etal. (1993).

A lipase obtida de Geotrichum candidum foi relatada como sendo
capaz de esterificar os acidos oléico (18:1), linoleico (18:2) e a-
linolénico (18:3) com butanol, enquanto os &cidos graxos de cadeia
carbdnica maior que C18, como o0 &cido erlcico (C22:1), ou &cidos
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insaturados como 4acido y-linolénico (18:3) e petroselénico (18:3),
mostraram uma taxa de esterificacdo nula (SONNET et al., 1993). Esta
possivel “discriminacdo” pode ser aproveitada para a obtengdo de
concentrados de AGPI na fracdo nédo esterificada. A concentragdo de
acido y-linolénico de 24,9 % em relacio aos &cidos graxos totais do 6leo
de borragem (Borago officinalis) subiu para 71,8 % na fracdo acidos
graxos ndo esterificados com butanol apds 48 h de reacdo (FAGLIA e
SONNET, 1995). A reacdo preferencial de esterificacdo do butanol com
os acidos palmitico, estearico, oleico e linoleico obtidos do 6leo de
Mucor sp. foi utilizada para obter concentrados de acido y-linolénico na
fracdo acidos graxos ndo esterificadas apOs catalise por lipase de
Geotrichum sp. (CARVALHO; PASTORE, 1998).

Medina et al. (1999) relataram a obtencdo de 93,5 % de TAG
contendo 25,7 % de EPA e 44,7 % de docosaexaendico (DHA) usando
como substrato o Gleo de peixe e a obtencdo de 89,3 % de TAG
contendo 45,6 % de eicosapentaendico (EPA) e 43,4 % de é&cido
araquidénico usando como substrato a microalga Phaeodactylum
cruentum, em meio reacional orgénico, isento de agua. A adicdo de
solventes organicos no meio tem sido usada como forma de impedir a
hidrélise e aumentar a solubilidade de substratos hidrofébicos, tornando
viavel a reacdo de esterificacao.

Schimitt-Rozieres et al. (2000), estudaram o aproveitamento dos
constituintes oleosos do caldo (efluentes) da indUstria de enlatados de
sardinha, visando o enriquecimento do EPA e DHA neste dleo, apds
hidrélise com a lipase de Candida rugosa, seguida da esterificacdo
seletiva com a lipase de Lipozyme (Rhizomucor miehei).

Trabalhos de pesquisa estdo sendo realizados, visando a
otimizag&o e o desenvolvimento de processos em escala industrial para a
sintese de diversos ésteres de valor comercial. Garcia et al. (2000)
desenvolveram um modelo cinético que descreve a sintese de oleato de
cetila (um anédlogo do 6leo de cachalote, que possui importantes
aplicacdes em indlstrias de cosmeéticos, lubrificantes, alimentos e
farmacos), usando como catalisador uma lipase comercial Novozym SP
435 (Novozymes).

A viabilidade econ6mica para a produgdo de biodiesel pode ser
acentuada quando realizada via esterificacdo de diferentes acidos graxos
livres presentes nas borras 4cidas oriundas do processo de refino de 6leo
vegetais (GHANDI et al., 1995) e em residuos graxos de outros
processos (XEU et al., 2006).
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3.5.3 Hidroesterificacdo enzimatica

O processo de hidroesterificacdo é uma interessante alternativa
para a producdo de ésteres, pois permite o uso de qualquer matéria-
prima graxa (6leos de plantas oleaginosas, residuos gordurosos
industriais, 6leos utilizados para frituras, subprodutos de refino de dleos
vegetais e gordura animal), independente do teor de acidos graxos e da
umidade que possuem. E uma alternativa ao processo convencional de
producdo de ésteres, pois favorece a utilizacdo de diversas matérias-
primas de qualquer teor de acido graxo e umidade, uma vez que todos o0s
triacilglicerdis presentes no o6leo serdo transformados por hidrdlise
(DARIO, 2006).

A hidroesterificacdo consiste basicamente de duas etapas:
hidrélise seguida de uma reacdo de esterificacio (ENCARNACAO,
2008). Um dos primeiros passos para a obtencdo de derivados quimicos
de oOleos vegetais é a hidrolise, que conduz a glicerol, mono e
diacilglicerol e uma mistura de acidos graxos. As transformacdes de
Oleos e gorduras sdo predominantemente baseadas em processos
guimicos convencionais (ROONEY, WEATHERLEY, 2001). Na Figura
8 se encontra o esquema simplificado da producdo de ésteres por
hidroesterificagdo.

Figura 8 - Esquema simplificado de producéo de ésteres por hidroesterificagéo.
PROCESSO DE HIDROESTERIFICACAO

Reacdo de hidrdlise
TAG+H,0 F—= AGL+ GLICEROL

Separacdo == Glicerol

l Reacéo de esterificacGo
AGL AGL+ ALCOOL=—=> ESTERES+ H,0
Separagao
|
H,0 ¢
1

Esteres

A hidrélise em si é uma reagdo quimica que ocorre entre um
triacilglicerdis e a dgua produzindo acidos graxos e como subproduto o
glicerol. Esta reacdo pode ocorrer na presenca de catalisadores acidos,
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basicos e enzimaticos. Apds a hidrdlise, os &cidos graxos gerados séo
esterificados com metanol ou etanol, obtendo-se o metil ou etil éster
com elevada pureza. O glicerol ndo sofre qualquer alteragdo por parte de
interacdo com o metanol ou com o éster, uma vez que é removido ao
final do processo de hidrdlise. Além disso, a glicerina obtida é mais pura
que a glicerina advinda do processo de transesterificacdo (GOMES,
2009).

A esterificacdo gera entdo os ésteres e como subproduto a agua,
gue pode ser reutilizada no processo de hidrélise, fechando o ciclo. Isso
evita problemas de contaminagéo dos ésteres com residuos de glicerina
livre ou total (mono, di e triacilglicerois). Geram ésteres de mais elevada
pureza, sem necessidade de etapas de lavagem que geram efluentes e o
elevado consumo de compostos quimicos (GOMES, 2009).

O processo de esterificacdo pode ser realizado com metanol ou
etanol. Na Tabela 2 sdo apresentadas as vantagens do etanol sobre o
metanol dentre as quais se destacam autossuficiéncia e baixa toxicidade
(JAEGER et al., 1999). O metanol ainda é o alcool mais utilizado
devido a seu baixo custo e por reagir mais rapidamente com o 6leo
vegetal do que os outros alcodis.

Tabela 2 - Vantagens do uso do etanol sobre o metanol em reagdes de
esterificacéo.

CARACTERISTICAS ETANOL METANOL
Despesas com importagdo Néo Sim
Impacto na cadeia produtiva Grande Pequeno
Geragédo de emprego no pais Muitos Poucos
Tecnologia de  transesterificacdo | Sim Sim
dominada
Compatibilidade com materiais Maior Menor
Toxicidade Moderada Elevada
Impacto em caso de acidente Baixo Alto
Renovéavel Sim Né&o
Viabilidade econdbmica comparativa Equivalente  Equivalente

Fonte: Adaptado de Jaeger et al. (1999).

A grande vantagem da hidroesterificacio em relacdo a
transesterificacdo é que o acido graxo livre é o reagente, ndo sendo,
portanto, uma limitacdo em termos de especificacdo de matéria-prima.
Isto faz com que seja possivel a utilizacdo de matérias-primas de alta
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acidez, tais como o éster de algas, 6leos e gorduras residuais e 6leos
vegetais com acidez acima de 1 % (Ex: dleo de dendé), sem a
necessidade de um pré-tratamento da matéria-prima por uma reacdo de
neutralizacdo. A rota se torna ainda mais atrativa se conjugada ao uso de
catalisadores heterogéneos, eliminando a formagdo de sabdo,
diminuindo o nimero de operagfes unitarias de separagdo, tornando
possivel a reutilizacdo do catalisador e produzindo uma glicerina de alta
pureza, livre de sais (ARANDA, 2009).

Nas unidades de producdo que se utiliza a hidroesterificacdo
atingem-se conversdes superiores a 99 %. Independente da acidez e da
umidade (que é reagente do processo) da matéria-prima, o produto final
de hidrélise possui acidez superior a 99 %. Portanto, ao invés de
diminuir a acidez por um refino, a hidrélise aumenta propositadamente a
acidez da matéria-prima. Além disso, obtém-se uma glicerina muito
mais pura que a glicerina advinda da transesterificacdo. As matérias-
primas de grau alimenticio geram glicerinas de grau alimenticio a partir
da hidroesterificacdo. 1sso jamais ocorre na transesterificagdo, onde um
significativo teor de sais, alcodis e outras impurezas encontram-se
presente na glicerina (NETO, 2011).

A hidroesterificacdo, por dispensar catalisadores homogéneos ou
acidos e bases de lavagem, possui um custo operacional de US$ 35/ton
na producdo de biodiesel enquanto que uma planta de transesterificacdo
possui 0 dobro do custo operacional. Numa planta de 100.000 ton/ano
isso representa um gasto a mais de US$ 3,5 milhdes/ano (USDA, 2011).
A analise econémica tem mostrado que o processo de hidroesterificacdo
pode ser tdo atrativo, ou mais, que 0 processo de transesterificagdo
alcalino para a producao de biodiesel (ENCARNACAO, 2008).

Além disso, as vantagens de uma planta de hidroesterificagdo séo
ainda maiores pela utilizacdo de matérias-primas acidas como 6leos
bruto de palméaceas (dendé, macauba, babacu), 6leo de mamona bruto ou
gorduras de visceras de animais de elevada acidez (suino, gado, frango).
A transesterificacdo é inviavel para essas matérias-primas mais baratas
(NETO, 2011). Como cerca de 65-85 % do custo de produgdo dos
ésteres (biodiesel) é proveniente do custo da matéria-prima, a
hidroesterificagdo permite um significativo salto na viabilidade da
producdo de ésteres (ARANDA, 2005). Do mesmo modo neste processo
pode-se utilizar 6leos de frituras utilizados em nossas casas, bares e
restaurantes podendo dar um destino adequando para 0 mesmo sem
nenhum processo pré-tratamento. Apesar de todos estes aspectos
favoraveis, € uma técnica recente com poucos trabalhos disponiveis na
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literatura. Na Tabela 3 estdo os trabalhos encontrados na literatura até o
momento onde o processo de hidroesterificacdo foi estudado.
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Alguns estudos tém utilizado técnicas ainda mais sofisticadas em
hidrélise e esterificacdo enzimdtica, tais como ultrassom (HUANG et
al., 2010; LIU et al., 2008) e CO, supercritico (PRIMOZIC et al., 2005)
para aumentar a area de interface 6leo-agua onde a lipase atua. Para a
hidroesterificagcdo ndo foi encontrado trabalho utilizando o ultrassom
nem na etapa de hidrélise e nem na etapa de esterificacao.

3.6 ULTRASSOM

As ondas de ultrassom é conhecido por ser uma ferramenta Util
para 0 aumentar a transferéncia de massa de sistemas heterogéneos
liquido-liquido (J1 et al., 2006). A ciéncia do ultrassom trabalha com
ondas sonoras de frequéncia acima de 20 kHZ, além do intervalo
perceptivel pelo ouvido humano, que varia de 16 Hz a 16 KHz
(MASON, 1990).

Quando ondas de ultrassom sdo propagadas através de um meio
liquido, ocorre a interacdo entre as ondas ultrassonicas, o liquido e o gas
dissolvido, acontecendo o fenémeno conhecido como cavitagdo acustica
(CHANDRAPALA, 2012). A cavitagdo consiste na criacdo e implosdo
de microbolhas de gas e vapor no centro do liquido, devido as oscilagfes
de pressdo (BARBOSA; SERRA, 1992). Como pode-se observar no
esquema apresentado na Figura 9, ciclos periddicos de oscilagdo de
pressdo (compressdo e expansdo) causam aumento do tamanho das
bolhas que ao atingirem um tamanho critico implodem-se, liberando
grande quantidade de energia em pontos localizados no liquido, que
podem atingir temperaturas da ordem de 2000-10,000 K e pressdes
acima de 1000 atm (LORIMER; MASON, 1987; YU et al., 2010). Esse
fendmeno proporciona uma eficiente agitagdo do meio, pois quando
ocorre a cavitacdo, as bolhas perto da fronteira entre duas fases de
liquidos imisciveis sofrem um colapso, fornecendo energia para
promover a mistura (YACHMENEYV et al., 2004).
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Figura 9 - Funcionamento do ultrassom.
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Existem muitos fatores que podem afetar a cavitacdo: presenca de
gas dissolvido, frequéncia de irradiacdo, temperatura, viscosidade,
tensdo superficial, pressdo externa e presenca de particulas em solucéao
(RASO et al., 1999). O ultrassom pode produzir cavitacdo e/ou
formacéo de microfluxos em liquidos, aquecimento e ruptura de sélidos,
além de conferir instabilidade nas interfaces liquido-vapor, liquido-
liquido e liquido-sdlido (BOLDYREV, 1995).

De modo geral, existem duas configuracbes de equipamentos de
ultrassom: o banho de ultrassom e a ponteira ultrassénica. Nestes, a
fonte de energia ultrassonora é um transdutor piezoelétrico, que é
constituido por cerdmica piezoelétrica disposta entre duas chapas
metalicas. O gerador de frequéncia transmite um sinal a ceramica
piezoelétrica, que transforma ondas elétricas em ondas mecanicas; as
chapas metélicas amplificam estes sinais e o transdutor transmite os
impulsos ultrassonoros ao meio reacional (BARBOSA; SERRA, 1992).

No banho, o transdutor é diretamente preso no fundo da cuba do
aparelho e a energia ultrassonora é transmitida através de um liquido,
normalmente agua (Figura 10). Neste caso, ha muita dispersdo de
energia ultrassonora, e consequentemente, menor influéncia nos
sistemas reacionais. Na sonda, o transdutor é acoplado na extremidade
do equipamento e entra em contato direto com o sistema reacional, por
isso geralmente é mais eficiente (Figura 11) (BARBOSA; SERRA,
1992).
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Figura 10 - Representacdo do banho de ultrassom.
Suporte

Meio reacional

Parede do aparelho

9 ____iigua

Transdutores Piezoelétricos

Fonte: Adaptado de Barbosa; Serra, (1992).

Figura 11 - Representacéo da ponteira ultrassonica.

————— Sonda ultrassonica

———= Juncio de teflon

|

Q;;: Mistura reacional

Fonte: Adaptado de Barbosa; Serra (1992).

O ultrassom €é mais aplicado nas areas da biologia
(homogeneizacdo, rompimento de células), engenharia (limpeza de
metal, soldagem, refinamento de metal, perfuragdo), industrial (filtracéo,
degaseificacdo, cristalizacdo, dispersdo de sélidos, emulsificagdo, etc.),
fisica (cavitacdo, fendmeno de ondas acusticas, velocidade do som),
polimeros (polimerizagdo, despolimerizagdo, degradacdo da massa
molecular), entre outros (MARTINES; DAVOLOS; JAFELICCI, 2000;
CHANDRAPALA, 2012).

Ha muitos relatos que incluem ultrassom como uma ferramenta
para extracdo de metabolitos de origem vegetal e compostos bioativos
de material vegetal ou animal (MASON, 2003). Ultrassom de alta
intensidade tornou-se uma ferramenta para a permeabilizacdo das
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membranas celulares e perturbar as paredes celulares. Além da sua
utilizacdo como uma técnica preparativa laboratorial (VILKHU et al.,
2008; BORTHWICK et al., 2005) é um método para intensificar o
desempenho de biocatalisadores (CHISTI, 2003). A sonicacdo pode ser
também uma técnica de pesquisa basica em células de levedura,
incluindo a localizacdo de proteinas enzimaticas, por exemplo, as lipases
(KAPTUROWSKA et al., 2012).

Além de acelerar as reacGes quimicas, a cavitacdo acustica
também gera forcas fisicas violentas, que incluem forcas de
cisalhamento, ondas de choque e turbuléncia (ASHAKKUMAR,;
MASON, 2007). Em algumas aplicacGes, tanto as forcas fisicas e
relagcBes quimicas sdo Uteis. Um dos principais problemas na utilizacédo
de ultrassom no processamento de alimentos € a modificacio da
funcionalidade controlada de ingredientes alimentares, sem modificacdo
quimica. Ashokkumar et al. (2008) tém abordado esta questéo,
recomendando frequéncia adequada e condicdes de energia. Em casos
especificos, no entanto, a modificacdo quimica também tem sido
considerada util.

Métodos ndo convencionais podem ser ferramentas importantes
para 0 desenvolvimento de processo ecologicamente corretos,
especialmente em relagdo aos conceitos da chamada ‘quimica verde’.
Estes métodos buscam a reducédo de desperdicios e obtengdo de produtos
e subprodutos ndo poluentes, fornecendo tecnologias alternativas
sustentaveis, com um reduzido impacto ambiental, devido a natureza
biodegradavel dos residuos gerados (VARMA, 1999). A utilizacdo de
ultrassom em reacdes quimicas, bem como em outras areas da ciéncia, é
considerada uma tecnologia "verde" devido a sua alta eficiéncia, baixos
requisitos  instrumentais, redugdo significativa do tempo de
processamento em comparagdo com outras técnicas convencionais e por,
geralmente, possuir um desempenho economicamente viavel (MASON,
2007).

Tecnologias de ultrassom tém como uma vantagem interessante
acelerar as velocidades de numerosas reacdes quimicas. Em reacdes
enzimaticas, o uso de ultrassom tem mostrado um aumento na
estabilidade e atividade catalitica, além de um aumento da vida (til
destes biocatalisadores (BATISTELLA et al., 2012).

Como se pode notar, 0 uso da tecnologia do ultrassom se destaca
como uma alternativa aos métodos convencionais, apresentando efeitos
benéficos em reacdes catalisadas por enzimas como reacGes de hidrélise,
esterificacdo e transesterificagdo entre outras. Encontram-se alguns
trabalhos disponiveis na literatura referentes a utilizagdo do ultrassom
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como o trabalho de Liu et al. (2008) avaliaram os efeitos das variaveis
de processo na hidrolise de dleo de soja em sistema livre de solvente,
usando banho de ultrassom. Os autores observaram que a velocidade de
reacdo aumenta com o aumento da razdo molar 4gua/6leo até 0,337:1 e
entdo se mantém constante com adicdo de dgua. As maiores atividades
hidroliticas foram alcancadas na faixa de temperatura de 30 a 55 °C, a
60 °C a enzima perdeu 50 % da atividade e a 65 °C toda a atividade
hidrolitica foi perdida. Também foi observado um aumento na
velocidade de reacdo com o aumento da concentracdo de enzima até a
concentracdo de 0,55 %, sendo que concentragfes maiores ndo foram
significativas em termos da velocidade reacional.

Hanh et al. (2009) estudaram a producdo de ésteres etilicos de
acidos graxos. A condigdo 6tima do processo de esterificacdo foi com
razdo molar de &lcool e &cido oleico de 3:1,5 % de &cido sulfarico a 60
°C de temperatura por 2 horas de rea¢do. Foram obtidas conversdes de
cerca de 80 % utilizando n-propanol, cerca de 70 % utilizando n-butanol
e cerca de 60 % utilizando 2-propanol como solvente.

Santos et al. (2010) avaliaram a producdo de éster metilico a
partir de dleo de Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) e metanol,
utilizando ultrassom. Os autores relataram 98 % de conversdo apds 90
minutos com frequéncia de 40 kHz e temperatura de 30 °C.

Yu et al. (2010) avaliaram o efeito das variaveis de processo na
producdo de biodiesel com 6leo de soja e metanol em sitema de
ultrassom utilizando como catalisador a enzima Novozym 435. As
condi¢des Gtimas obtidas foram de 50 % de poténcia, 0,5 % (m/m) de
agua, 1:1 de alcool terc-amilico/6leo (mol/mol), 6:1 de metanol/6leo
(mol/mol), 6 % (m/m) de enzima e 40 °C. Nestas condi¢des foram
obtidos 96 % de conversdo em etil ésteres apds 4 horas de reagdo.
Nestas condicdes, a enzima ndo apresentou perda de atividade durante
os reciclos.

Ha, Hiepe e Koo (2010) avaliaram a aplica¢do de radiacdo de
ultrassom na esterificacdo de frutose com acido palmitico em liquidos
ibnicos, catalisada por lipase. Quando se utiliza o ultrassom a conversao
foi de 78 %, enquanto o uso de um agitador magnético conduziu a
conversao de 62 %.

Zhu et al. (2010), estudando a producdo de ésteres de frutose
utilizando a lipase Novozym 435 em ultrassom, determinaram a
intensidade de 10 kHz, 0,16 W.m™ e 40 kHz, 1 W.m™ como sendo as
melhores condicdes para a producédo de ésteres de frutose, havendo um
aumento exponencial da conversdo até 8 horas, e ap6s observou-se um
rapido aumento na produgdo de monoésteres. Este resultado ressalta o
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fato de que o ultrassom pode melhorar a transferéncia de massa,
“limpar” o canal das enzimas, e promover a remoc¢do do produto ao
redor ou dentro da lipase imobilizada.

Kumar et al. (2011) avaliaram a producgdo de ésteres metilicos
através da metanolise do dleo de pinhdo manso onde foi utilizada uma
lipase imobilizada (Chromobacterium viscosum) como catalisador, em
sistema de ultrassom. Foi avaliado o efeito do tempo, razdo molar
oleo/metanol, concentracdo do catalisador (e da amplitude e ciclo do
ultrassom). A condicdo 6tima obtida foi em 30 min de reacdo, razdo
molar 6leo/metanol de 1:4, concentracdo do catalisador de 5 % (m/m),
ultrassom com amplitude de 50 % e ciclos de 0.7 s. Na condicdo
otimizada obteve-se o rendimento de 84,5 % em éster metilicos.

Xiao et al. (2011) investigaram a influéncia do ultrassom no pré-
tratamento da protease alcalina de Bacillus subtilis na producdo de
troxerutin via sintese enzimatica em meio contendo solvente néo
aquoso. O uso do ultrassom resultou em uma conversdo de 87,3 %
enquanto que experimentos realizados nas mesmas condi¢cdes, porém
com enzima ndo tratada, conduziram a conversdes de troxerutin de 56,3
%.

Chen et al. (2011a) estudaram as variaveis que interferem na
sintese enzimatica do éster fenetil do acido caféico (CAPE), em banho
de ultrassom. Empregando metodologia de planejamento experimental,
0s autores observaram que o tempo de reagdo, a razdo molar entre 0s
substratos e a poténcia de ultrassom influenciaram nas conversdes,
enquanto que a quantidade de enzima ndo apresentou influéncia
significativa. As condicfes Otimas para a esterificacdo enzimatica
foram: tempo de reacdo de 9,6 h, razo molar 1:71 (4cido
caféico:alcoolfenetil), quantidade de enzima de 2938 PLU e poténcia de
ultrassom de 2 W.cm™ com uma conversio de 96,08 %.

Wang et al. (2012) avaliaram o efeito do ultrassom na producdo
de (R/S)-1-cloro-3-(1- naftiloxi)2-propanol via transesterificacdo
enzimética. Os autores avaliaram a atividade e enantiosseletividade de
diferentes lipases usando sistema de ultrassom e sistema convencional
(skaker). Todas as enzimas estudadas apresentaram atividade superior
qguando os experimentos foram conduzidos em sistema de ultrassom,
embora a lipase de pancreas suino tenha apresentado uma
enantioseletividade levemente inferior, em sistema de ultrassom.

Conforme trabalho de Batistella et al. (2012), na
transesterificacdo de 6leo de soja utilizando solvente organico (n-
hexano) e por meio de sistema ultrassénico, houve uma tendéncia
ascendente para os catalisadores (lipases comerciais Lipozyme RM IM e
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Novozym 435). Ocorreu um aumento no rendimento nas primeiras 4
horas de reacéo, utilizando a enzima Lipozyme RM IM o rendimento foi
de aproximadamente 86,5 % e para a Novozym 435 o rendimento foi de
aproximadamente 57 %.

Kuo et al. (2013) investigaram a sintese enzimatica de 4 '-
acetoxyresveratrol de resveratrol e acetato de vinila. Os resultados séo
mostrados que o composto fendlico de tempo de acetilagdo apresentou
uma conversdo molar mais elevada apés 24 horas foi obtida com a ajuda
de ultrassom (77 %) do que a mistura mecanica (64 %), sob as mesmas
condi¢Bes de quantidade de enzima. Os resultados indicaram que o
ultrassom aumenta em torno de 13 % o rendimento.

Na Tabela 4 estdo compilados alguns trabalhos de hidrélise e
esterificacdo enzimatica em diferentes 06leos, empregando diferentes
lipases, em diferentes sistemas de agitacdo (orbital, magnética ou
mecéanica) encontrados até 0 momento na literatura.

Tabela 4 — Sintese dos trabalhos de hidrdlise e esterificacdo enzimatica de 6leos
vegetais utilizando a tecnologia do ultrassom, presentes na literatura.

HIDROLISE ENZIMATICA EM ULTRASSOM

Lipase Oleo Conversdo  Tempo
Autor (ano)
Linfield et al. Candida Cocoe 98 % 72 h
(1984) rugosa oliva
Wang et al. Candida Oliva 35 % 1lh
(1988) rugosa
Ghoshe e Candida Mostarda, 99 % 48 h
Bhattacharyya cylindracea girassol e
(1995) arroz
Kiatsimkul et Candida Soja 25 % 24 h
al. (2006) rugosa
Padilha e Pancreas suino Pescado 44 % 1lh
Augusto-Ruiz
(2007)
Liu et al. C. lipolytica Soja 94 % 1lh
(2008)
Gomes (2009) Penicillium Pescado 81 % 48 h
simplicissimum
Babicz et al. Lipozyme TL Palma 40 % 15h
(2010) IM
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Rodrigues e T. lanuginosus Soja 95 % 10h
Ayub (2011) e R. miehei
Gongalves et Lipozyme TL Palma 25 % 15h
al. (2012) IM
PS Amano IM 29,8 % 15h
Awadalak Lipozyme RM Palma 50 % 24 h
(2012) IM
Feiten et al. Lipozyme TL Soja 90 % 2h
(2013) IM
ESTERIFICAQAO EM ULTRASSOM
Autor (ano) Catalisador Substrato Conversdo  Tempo
Mootabadi H,SO, Acido graxo 98 % 720 min
et al. (2010) destilado de
palmae
metanol
Hingu et al. KOH Oleo de 99 % 0,93 min
(2010) cozinha e
metanol
Chand et al. KOH Oleo de 89 % 40 min
(2010) cozinhae
metanol
Santos et al. KOH Oleo de 98 % 30 min
(2009) cozinhae
metanol
Huang et al. H,SO, Acido graxo e 95 % 90 min
(2010) metanol
Santin et al. C. Acido graxo de 81 % 180 min
(2014) antarctica B soja comercial
(CAL-B) e etanol
IM

(Fonte: autora)
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3.7 PROCESSO DE OBTENGCAO DE ESTERES OPERADO EM
REGIME CONTINUO

Devido ao alto custo das lipases, o processo continuo na
producdo de ésteres alquilicos, utilizando lipases imobilizadas
empacotadas em reator de leito fixo (PBR), é considerado um processo
viavel (AL-ZUHAIR et al., 2011). Entretanto, informacfes para
ampliacdo de escala industrial sdo ainda escassas. Desta forma, grandes
esforcos devem ser feitos para investigar possiveis configuracdes de
reatores que possam empregar lipases imobilizadas. No reator de leiro
fixo, as enzimas imobilizadas preenchem a coluna do reator através da
qual o reagente é bombeado. E um dos tipos de biorreatores mais
comumente empregados na area biotecnoldgica (COSTA e SILVA,
2013).

Os reatores de leito fixo séo, tradicionalmente, empregados na
maioria dos reatores biocataliticos em larga escala, devido a sua alta
eficiéncia, baixo custo, facilidade de construgéo, operagdo, ampliacdo de
escala e controle automético e menor grau de forca de cisalhamento, o
gue consequentemente, evita a ruptura das particulas do biocatalisador
(AL-ZUHAIR et al., 2011; BALTARU et al., 2009; CHANG et al.,
2009; CHEN; LIN, 2010; HALIM et al., 2009; WANG et al., 2011).
Porém, existem alguns inconvenientes nos PBR para reacdes que
formam glicerol como subprodutos, pois o glicerol formado fica retido
na superficie da lipase imobilizada, diminuindo a eficiéncia catalitica e
ocorréncia de caminhos preferenciais (GOG et al., 2012).

Os reatores PBR operados em modo continuo para producédo de
biodiesel ou para diferentes sinteses podem ser operados usando
diferentes configuracdes: PBR simples estdgio com adi¢do gradual de
alcool (ROYON et al., 2007; SHIMADA et al., 2002); PBR simples
estagio com recirculacdo (HSU et al., 2004); PBR em serie (NIE et al.,
2006); inclusive PBR para producdo em escala industrial (AL-ZUHAIR
etal., 2011)

3.8 CONSIDERACOES A RESPEITO DO ESTADO DA ARTE

Na investigacdo de processos alternativos aos convencionais e
ambientalmente compativeis, este trabalho estd vinculado a diversas
contribuicBes na area biotecnoldgica. A utilizacdo de catalisadores
enzimaticos, ainda é um problema industrial devido ao alto custo. Neste
sentido o uso de enzimas imobilizadas é uma alternativa interessante
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com énfase na reutilizacdo, diminuindo custos de processo. Outra
alternativa para minimizar os problemas encontrados no processo
convencional de producédo de ésteres via catalise enzimatica é o processo
de hidroesterificacdo, sendo esta a mais nova e interessante alternativa
para a obtencdo destas substancias, pois permite o uso de qualquer
matéria-prima independente do teor de acidos graxos e da umidade que
possuem.

A grande maioria dos trabalhos de sintese enzimética direciona
para a selecdo de enzimas adequadas, e para testes de desempenho
catalitico efetuados em reatores operados em regime batelada, em
pequena escala de producdo. Entretanto, em termos préaticos, 0s
processos que envolvem enzimas imobilizadas sdo preferivelmente
operados em forma continua. Estes sistemas, quando comparados com
processos em batelada apresentam vantagens técnicas, por
possibilitarem o controle automatico, serem mais faceis de operar e
favorecem o controle de qualidade do produto, proporcionando alta
eficiéncia, baixo custo e facilidade de construcdo e operagéo,
requerendo 0 minimo de equipamento. A técnica do ultrassom vem
mostrando ser uma técnica promissora, melhorando o rendimento das
reacbes, promovendo varios beneficios na catalise enzimatica
principalmente no aumento da velocidade inicial da reagéo.

Diante do exposto na secdo de revisdo bibliogréfica, no que
concerne ao estado da arte, fica evidente a importancia da realizacéo
deste trabalho, apresentando grande potencial para estudos mais
aprofundados, visando as novas rotas biotecnoldgicas, enfatizando que,
até o momento, ndo foram encontrados trabalhos disponiveis na
literatura sobre a hidroesterificacdo enzimtica de Oleos vegetais em
sistemas assistidos por ultrassom.






4 MATERIAL E METODOS

Neste capitulo estdo descritos os material e métodos adotados
para a realizacdo dos experimentos, assim como 0s procedimentos
laboratoriais utilizados. Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério
de Engenharia Bioquimica (ENGEBIO), Laboratério de Termodindmica
e Extracdo Supercritica (LATESC) e Central de analises pertencentes ao
Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).

4.1 MATERIAI
4.1.1 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes para a etapa de
determinacéo da atividade hidrolitica das lipases:

. Goma arébica (Synth);

. Tampao fosfato de sédio (Vetec) pH 7;

. Acetona (95 % de pureza, Vetec);

. Etanol (95 % de pureza, Vetec);

. Hidréxido de sodio (Vetec);

. Oleo de oliva (Carbonell).

Para as reagdes de hidrélise foram utilizados:

. Oleo de soja, (M.M de 872 g/mol), (BUNGE);

. Oleo de fritura (adquirida de restaurantes locais);

. Agua destilada;

. n-hexano (95 % de pureza, Vetec) (usado na lavagem do
catalisador);

. Alcool isopropilico (P.A, Vetec) (usada na lavagem do

catalisador).

Para a determinacéo do teor de acidos graxos livres das amostras (Teor
de AGL (%, m/m)) foram utilizados:

. Hidroxido de potassio (Vetec);
. Etanol: Eter etilico (1:1 v/v) (95 % de pureza, Vetec);
. Fenolftaleina.
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Foram utilizados o0s seguintes reagentes para a etapa de
determinacdo da atividade de esterificacdo das lipases:

. Acido laurico (Sigma—Aldrich);

. Alcool n-propilico (P.A);

. Solugo acetona: etanol (1:1 v/v) (P.A Fmaia);
. Solucdo de NaOH 0,01mol/L;

. Etanol (P.A Vetec).

Foram utilizados o0s seguintes reagentes para a etapa de
esterificacdo enzimatica:

. Acido graxo produzido na etapa de hidrélise (M.M 282
g/mol);

. Acido graxo vegetal comercial (lote: PA 1060.525 A12)
produzido por SGS Agricultura e Industria Ltda, de Ponta
Grossa-PR;

. Etanol (98,9 % de pureza, Vetec).

4.1.2 Catalisador enzimatico

Foi realizado um screening para a definicdo da lipase com
melhor atividade hidrolitica, dentre as lipases comerciais e ndo
comerciais:

Lipases comerciais:

Novozym 435 (Candida antarctica): Produzida a partir da lipase de
Candida antarctica, imobilizada em resina acrilica macroporosa de
troca ibnica, pela Novozymes Brasil/Araucaria-PR. A enzima atua
randomicamente nas 3 posicdes do triacilglicerol. O produto €
constituido por particulas de formato esferoidal, com diametro de
particula entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de aproximadamente 430
kg/m®. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em
temperaturas na faixa de 40-70 °C (NOVOZYMES).

Lipozyme RM IM: Lipase produzida por fermentagdo submersa de
Rhizomucor miehei e imobilizada em resina de troca idnica. Apresenta
especificidades nas posic¢des 1,3 do triglicerideo. O tamanho de particula
esta entre 0,2 e 0,6 mm e densidade entre 350-450 kg/m3. Segundo o
fornecedor, a enzima pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 30-
70 °C (NOVOZYMES).
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Lipozyme TL IM: Lipase do fungo geneticamente modificado
Thermomyces lanuginosus (TL), produzida em fermentacdo submersa,
purificada e imobilizada em silica. E uma lipase 1,3-especifica, isto &,
hidrolisa apenas ésteres de acidos graxos primarios, na posi¢cdo 1,3 do
triacilglicerol, 2-monoacilglicerol e 1,2 (2,3)-diacilglicerol. Possui
tamanho de particula entre 0,3 e 1,0 mm e densidade média de 400
kg/m®. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada em
temperaturas na faixa de 30-70 °C (NOVOZYMES).

Lipase de pancreas suino (Porcine): Lipase Tipo Il, em estado bruto,
obtida de péancreas suino, também conhecida como triacilglicerol
acilhidrolase, com aspecto fisico na forma de po liofilizado, na cor
amarelo claro, pH 6timo na faixa de 6,5 a 7,5, temperatura de utilizacdo
na faixa de 40-70 °C e com caracteristica de hidrossolubilidade
moderadamente sollvel (Sigma-Aldrich).

Lipases ndo comerciais:

Extrato enzimatico de Penicillium brevicompactum: Lipase néo-
comercial, produzida através do fungo Penicillium brevicompactum,
previamente isolado por FREIRE (1996). A manutencdo das cepas e a
fermentacdo em estado s6lido (FES) foram realizadas conforme método
descrito por Silva et al. (2010). A partir do extrato precipitado
liofilizado, foi realizado o processo de imobilizacdo deste com alginato
de sodio e carvdo ativado (SILVA et al. 2010). A enzima imobilizada
apresentou diametro de poro igual a 4,24 nm e volume de poro de 0,1
mL/g.
Extrato enziméatico de Rhizopus sp. liofilizado e imobilizado: Lipase
ndo-comercial, produzida por fermentacdo em estado sélido utilizando
farelo de babagu como substrato. A partir do extrato precipitado
liofilizado, foi realizado o processo de imobilizacdo deste com alginato
de sodio e carvdo ativado (SILVA et al., 2010). A enzima imobilizada
apresentou diametro de poro igual a 4,24 nm e volume de poro de 0,1
mL/g.

Foi realizado um screening para a definicdo da enzima com
melhor atividade de esterificacdo entre as lipases Novozym 435,
Lipozyme TL IM e Lipozyme RM IM, descritas acima.
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4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Os procedimentos experimentais adotados neste trabalho estdo
divididos em duas etapas, como mostra a fluxograma apresentado na

Figura 12.

Figura 12 - Procedimentos
trabalho.
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4.2.1 Primeira etapa: hidrélise enzimatica

Nesta etapa sera apresentado o aparato experimental e o estudo
das variaveis que influenciaram na producdo dos &cidos graxos pela
hidrélise de 6leo de soja em sistema livre de solvente organico na
presenca de ultrassom, e depois de estabelecidos as melhores condi¢des
foram aplicadas para reagBes de hidrélise do Oleo de fritura. No
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fluxograma da figura 13 est4 apresentado todo o processo de hidrélise
até a obtencdo dos hidrolisados tanto para o 6leo de soja quanto para
6leo de fritura.

Figura 13 — Fluxograma de todo o processo para obtencdo do hidrolisado do
6leo de soja e fritura.
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Sendo: AGL (Acido graxo); TAG (triacilglicerol); DAG (diacilglicerol); MAG
(monoacilglicerol).

4.2.1.1 Aparato experimental utilizado na hidrélise enzimatica

O aparato experimental utilizado para 0s experimentos &
constituido de um banho de ultrassom (frequéncia de 40 kHz e poténcia
de 132 W) que apresenta um transdutor de ultrassom (area de superficie
de 282,2 cm?) montado no fundo do banho na horizontal, ao longo do
comprimento do mesmo, o0 que tem sido considerado um sistema de
ultrassom adequado (FIAMETT] et al., 2012) onde foram acoplados, em
sua cuba, um agitador mecanico (hélice tipo naval, fluxo axial) e o
recipiente onde aconteceram as reacgdes, conforme mostra a Figura 14. A
escolha da combinacdo do banho ultrassdnico mais agitacdo mecanica
foi definida para evitar a utilizacdo de agentes emulsificantes. Para todos
os testes de hidrélise, o meio reacional foi constituido de uma massa de
reagentes de 21,8 g de 6leo de soja/6leo de fritura mais a quantidade
equivalente em mols de &gua testada e 1 ou 10 % (m/m) de catalisador
enzimatico em relacdo a massa total dos substratos.
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Figura 14 - Aparato experimental utilizado para os testes de hidrdlise
enzimética de dleo de soja e fritura em sistema livre de solvente organico.
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4.2.1.2 Avaliacédo do efeito da razdo molar (6leo de soja: 4gua) sobre a
estabilidade da emulséao

No primeiro momento realizou-se a avaliagdo das condicbes de
preparacdo da emulsdo onde foram testadas trés diferentes razdes
molares: 1:3, 1:6 e 1:9 (6leo de soja: agua, mol/mol). A escolha destas
razBes molares foi baseado na estequiometria da reacdo de hidrolise que
é 1:3 (6leo:agua). O excesso de agua foi avaliado visando verificar seu
efeito no favorecimento do curso da reagdo. As demais condigdes
experimentais foram fixadas, sendo elas: poténcia ultrassdnica de 132
W, 40 °C, 1000 rpm e sem presenca de catalisador.
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4.2.1.3 Determinacéo das condigdes de agitacdo e estabilidade da
emulséo

Para observar a estabilidade da emulsdo formada, foram
realizados testes de emulsificacdo nas condicdes de 1:9 (6leo: agua
mol/mol), poténcia ultrassbnica de 132 W, 40 °C e 1000 rpm. Apds a
formagdo da emulsdo, o ultrassom foi mantido com poténcia maxima e
removeu-se toda a agitacdo, observando se a emulsdo mantinha-se
estavel na auséncia de agitacao.

Com o objetivo de diminuir a agitacdo utilizada no processo, a
fim de reduzir o gasto energético, também foi realizado outro teste, onde
observou-se a estabilidade da emulsdo. Neste teste, apds a formacao da
emulsdo nas mesmas condigdes citadas acima, o ultrassom foi mantido
em poténcia maxima e a agitagdo mecénica foi reduzida para 300 rpm.

4.2.1.4 Cinética enzimatica em banho de ultrassom em modo batelada
avaliando o tipo de agitacdo

Ap6s a realizacdo dos testes preliminares, realizaram-se
avaliagBes cinéticas variando a agitacdo mecénica, utilizando-se a
melhor razdo molar (6leo:dgua), e fixando-se 40 °C, poténcia
ultrassonica de 132 W, e Cg de 10 % (m/m) lipase de pancreas suino
como catalisador, massa calculada sobre a massa total dos substratos. As
condi¢des de agitacdo mecénica para a formagdo da emulsdo como etapa
prévia foram: (1) 2000 rpm durante 1,5 h, seguida de 300 rpm durante a
reacdo de hidrolise enzimatica; (2) 1000 rpm durante 1,5 h, seguida de
300 rpm durante o tempo reacional; (3) 300 rpm durante 1,5 h e durante
0 tempo reacional; (4) sem formacdo de emulsdo prévia e 300 rpm
durante o tempo reacional. Apos esta etapa, 0 Ce (10 % m/m da lipase
de pancreas de porco) foi adicionado, e a agitacdo foi estabelecida em
300 rpm até o fim da reagdo para todas as amostras.

As reagdes foram conduzidas em intervalos de tempo variando de
0 a 12 horas em temperatura de 40 °C. Ap6s o tempo de reacdo, a
amostra foi filtrada com auxilio de n-hexano para retengdo do
catalisador enzimatico. O solvente (n-hexano) foi evaporado em rota
evaporador a 60 °C. As amostras foram submetidas a andlise para
determinar o teor de AGL (%, m/m).

A partir da melhor condicdo encontrada nos testes de
emulsificacdo, foram realizados novos experimentos cinéticos
empregando Ce de 1 % (m/m) lipase de pancreas suino e Lipozyme TL
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IM. Todos os experimentos citados acima foram também realizados sem
utilizacdo do ultrassom, mantendo-se as mesmas condic¢des e utilizando
0 mesmo aparato experimental citado no item 4.2.1.1. E importante
ressaltar que as cinéticas foram destrutivas e realizadas em duplicata.

A partir dos resultados obidos nos experimentos descritos acima,
outras varidveis foram avaliadas buscando maximizar o teor de AGL no
processo de hidrélise enzimatica, conforme sera descrito mais adiante.

4.2.1.5 Influéncia da razdo molar (6leo soja: agua) na producao dos
acidos graxos

Para avaliar a influéncia da razdo molar (6leo de soja: 4gua) na
producdo dos AGL, foi realizada a reagdes de hidrdlise variando a razéo
molar 6leo e agua (1:9; 1:10; 1:20; 1:40 e 1:46), fixando Cg de 1 %
(m/m), 2 h de reacéo, 300 rpm e poténcia ultrassdnica de 132 W. Apés o
tempo de reacdo, a amostra foi filtrada com auxilio de n-hexano para
retencdo do catalisador enzimatico. O solvente (n-hexano) foi evaporado
em rota evaporador a 60 °C. As amostras foram submetidas & andlise
para determinar o teor de AGL (%, m/m).

As variaveis avaliadas na hidrolise enzimatica do 6leo de soja
foram temperatura, razdo molar (6leo: agua) e concentracdo de
catalisador enzimético (Cg), fixando o tempo de reacdo em 2 h, 300 rpm
e poténcia ultrassdnica de 132 W. Estes experimentos foram conduzidos
conforme descrito na Tabela 5.

Tabela 5 — Variaveis avaliadas na hidrdlise enzimatica de 6leo de soja.

Razédo molar Temperatura Ce (%, m/m)
(6leo soja: agua) (°C)
1:10 40 1
1:20 40 1
1:10 60 1
1:20 60 1
1:10 40 10
1:20 40 10
1:10 60 10
1:20 60 10

Ap6s a reacdo, dois diferentes solventes organicos foram
testados, o n-hexano e o &lcool isopropilico, para a lavagem do
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catalisador enzimatico e a remocdo do produto através da filtracdo a
vacuo. O objetivo foi identificar qual seria 0 melhor solvente em termos
de arraste do produto e que ndo comprometesse a atividade do
catalisador. A partir da melhor temperatura, razdo molar (6leo: agua),
concentracdo de enzima e melhor solvente realizou-se a avaliagdo
cinética destrutiva (0,25; 0,50; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 18; 20 e 24 h).
Uma avaliacdo cinética sem a utilizacdo do ultrassom também foi
realizada visando analisar a influéncia deste.

Apds o tempo reacional filtrou-se o hidrolisado para separacdo do
catalisador enzimatico e o filtrado foi rotaevaporado para a remocéo do
solvente e centrifugado para separar o glicerol e a agua, obtendo no
hidrolisado somente os acidos graxos livres (AGL), triacilgliceréis
(TAG), monoacilglicerois (MAG) e diacilglicer6is (DAG). A partir do
hidrolisado analisou-se o teor de AGL (%, m/m). Mediu-se a atividade
hidrolitica do catalisador enzimatico recuperado apds a reacdo, tanto
com e sem ultrassom para avaliagdo de sua posterior reutilizagdo. O
solvente recuperado foi utilizado em outros ciclos reacionais.

Posteriormente, na condicao otimizada da hidrdlise enzimatica de
oleo de soja, realizaram-se testes com o6leo de fritura fornecido de
restaurantes locais para analisar a producdo de AGL a partir desta
matéria-prima.

4.2.2 Segunda etapa: esterificacio enzimética

A seguir serd apresentada a descricdo do aparato experimental e
variaveis avaliadas no processo de esterificacdo enzimatica em modo
continuo. Nesta etapa utilizou-se acido graxo vegetal de soja comercial
(AGVS) como substrato modelo para maximizacdo das condigdes
experimentais e ap6s utilizar estas condicbes para esterificar o
hidrolisado gerado na etapa de hidrolise, para posterior integracdo do
processo via reagdo em duas etapas: a hidroesterificacéo enzimatica.

4.2.2.1 Descrigdo do aparato experimental

O aparato experimental utilizado na etapa de esterificacdo
consiste num reator de vidro com 14,5 mm de diametro interno,
comprimento de 175 mm e volume de 29 mL empacotado com
aproximadamente 10 g da lipase (Novozym 435), submerso em um
banho de ultrassom (Unique UltraSonicCleaner, modelo: USC-1800A,
frequéncia de 40 kHz, poténcia de 132 W), alimentado com a mistura
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reacional de acido graxo/alcool etilico. As reacdes de esterificacdo em
modo continuo foram realizadas em uma unidade experimental, cujos
principais componentes estdo apresentados esquematicamente na Figura
15.

Figura 15 - a) Aparato experimental utilizado na esterificagdo enziméatica em
modo continuo. b) Visao geral da unidade experimental.

Banho de 2, - @ 5

ultrassom Retirada de amostra

=1 Substrato

Encami] |m{nto--$.—‘ /
14.5mm | E D ’

Bomba peristaltica

O equipamento apresentado na Figura 15 consiste dos seguintes
itens:
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1) Banho ultrassonico (Unique, modelo: USC1880A, 220 V,
frequéncia de 40 kHz e poténcia de 132 W, C/ controlador), com
controle de temperatura;

2) Reator em vidro encamisado com 14,5 mm didmetro interno,
175 mm de comprimento e volume util de aproximadamente 29 mL.
Este reator fica submerso em agua dentro do banho ultrassénico durante
a reacao;

3) Bomba peristaltica (marca MARLOW 323), utilizada para
deslocar os componentes da reacdo para a zona de reacdo e manter a
pressdo do sistema;

4) Tanque de alimentacdo com a mistura dos substratos
desejados a serem esterificados, mantido sob agitacdo continua durante
0 tempo reacional,

5) Coletor de amostra.

O procedimento experimental consistiu no empacotamento
manual do reator com catalisador enzimatico. Ap6s acoplou-se o reator
ao sistema reacional e imergindo-o no banho de ultrassom ja
acondicionado na temperatura e poténcia a ser utilizada no experimento,
a seguir iniciou-se 0 bombeamento continuo dos substratos (AGL e
alcool etilico), previamente homogeneizados sob a mesma agitacao,
durante a reacdo, por um agitador mecanico (modelo RW 20 D, IKA)
inserido no frasco contendo a mistura reacional, a uma dada razdo molar
(AGL: alcool) e vazdo volumétrica de alimentacdo dos substratos, até o
completo preenchimento do sistema reacional, usando uma bomba
peristaltica (marca MARLOW 323).

O célculo do volume do reator foi realizado através de seu
didmetro interno e comprimento utilizado. A porosidade do leito foi
determinada de acordo com Dalla Rosa (2009) adicionando o computo
da porosidade interna da enzima. Neste caso, a porosidade do leito deve
considerar 0 volume do soluto (enzimas) que ocupa o leito do reator e o
volume de poros da enzima, como mostra a seguinte equacao:

Ve—V
€L=1_( SV P)
R

(Equacéo 1)
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Sendo: g é a porosidade do leito; Vs é o volume ocupado pelas enzimas
no leito do reator (mL); Vg é o volume do leito do reator (mL); Vp é 0
volume de poros das enzimas que ocupam o leito do reator (mL).

Conforme Dalla Rosa (2009) para o célculo do volume de soluto
(Vs) obteve-se as seguintes informag6es: nimero de unidades de enzima
em determinada massa e diametro médio das particulas da enzima
(calculado pela média da observacdo do resultado de analise de MEV -
Microscopia Eletrdnica de Varredura). O volume de poros (Vp) foi entdo
multiplicado pela massa da amostra de enzima empacotada no leito do
reator.

O tempo de residéncia é dado pela porosidade do leito
multiplicado pelo seu volume e dividido pela vazdo de alimentagéo de
substratos a serem utilizados no processo (DALLA ROSA, 2009).

& * VR
T=—
q
(Equacéo 2)

Onde: T é o tempo de residéncia (min); Vg é 0 volume do leito do reator
(mL); g é a vazdo de alimentacdo do substrato (mL/min).

Ap6s a mistura reacional percorrer toda a extensdo do reator, a
coleta das amostras foi realizada em frascos de amostragem
(previamente pesados). Depois de decorrido um tempo de residéncia da
mistura na zona reacional foi realizada a coleta de amostra e analise de
conversao ésteres etilicos através da metodologia pertinente.

Estudaram-se as razdes molares (AGVS: etanol) 1:3 e 1:6 para as
vazdes de alimentagdo de substrato de 2,5 e 5 mL/min, temperatura 40 e
65 °C, catalisadores enzimaticos Novozym 435 e Lipozyme TL IM, com
e sem a presenca da poténcia ultrassbnica. Para as reacdes de
esterificacdo utilizou-se o &cido graxo vegetal de 6leo de soja SGS
comercial. A Tabela 6 apresenta as especificacfes da matéria-prima.
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Tabela 6 - Especifica¢fes do acido graxo vegetal de soja (AGVS).

Analises Especificacbes
indice de Acidez (mg KOH/g) 195,0 — 205,00
indice de lodo (cgl./g) 125,0 — 135,00
Umidade (%) Maximo 0,5
Cor Gardner Maximo 2,5
indice de Perdxido (meq Méximo 3,0
. 0,/Kg)
Indice de Saponificacdo (mg 197,0 — 207,00
KOH/qg)

Fonte: SGS Agricultura e Inddstria Ltda, Lote: PA 1060 525 A12.

A determinacdo do indice de acidez foi realizada através da
técnica de titulagdo por KOH, em comparagéo aos dados fornecidos pela
empresa. Na anélise realizada obteve-se um indice de acidez de 205 mg
KOH/g, concordando com o indicado pelo fabricante.

4.2.3 Integracao dos processos: hidroesterificacdo

Na integracdo dos processos houve a proposta de juncdo da
primeira etapa do trabalho (hidréolise) com a segunda etapa
(esterificagdo), conforme esquema apontado na Figura 16. Produziu-se
0 hidrolisado de AGL a partir do 6leo de soja e fritura na melhor
condicdo determinada para o 6leo de soja, quantidade necessaria para
alimentar o reator em um determinado tempo.

Em seguida esterificou-se o hidrolisado do éleo de soja e fritura,
obtidos na hidrélise enzimatica com alcool etilico através das condicdes
otimizadas na etapa de esterificacdo para producao de ésteres etilicos.
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Figura 16 - Esquema do processo de hidroesterificagdo enzimética.

PROCESSO DE HIDROESTERIFICAGAO

1° etapa Produto desejado
Hidrélise enzimatica o ) Lipase 7 )
em modo batelada Triglicerideos+ agua = = AGL+ glicerol

2° etapa
Esterifi Lipase )
enszti‘:nét?;qae?n AGL + alcool etilico  ~ - Esteresetilicos + agua
. reator continuo Produto desejado

4.3 METODOS ANALITICOS
4.3.1 Métodos utilizados na etapa de hidroélise enzimatica

Abaixo estdo descritas as metodologias utilizadas na etapa de
hidrolise enzimatica em modo batelada em sistema livre de solvente
organico utilizando a tecnologia do ultrassom.
4.3.1.1 Determinag&o da atividade hidrolitica do catalisador

Para a dosagem da atividade de hidrolise utilizou-se metodologia
descrita por Cavalcanti- Oliveira et al. (2005). O sistema reacional foi
composto por uma emulsdo de azeite de oliva 100 g/L e goma arabica
50 g/L em tampédo fosfato de sodio 0,1 mol/L pH 7, sob agitacdo
mecéanica. Em um erlenmeyer de 250 mL foram adicionados 20 mL
desta emulsdo e 0,1 g da lipase, agitando-se em shaker (160 rpm) por 20
minutos a 40 °C ou 65 °C. Decorrido o tempo, a rea¢do foi interrompida,
extraindo-se os acidos graxos com adi¢do de 20 mL de uma solucgdo de
acetona/etanol (1:1 v/v). Os &cidos foram entdo titulados com uma
solucdo de NaOH 0,05 mol/L até pH 11. Os brancos foram preparados
com 20 mL de emulsdo, adicionando-se 20 mL de solucdo
acetona/etanol (1:1 v/v). Estes também foram titulados com a solucédo de
NaOH 0,05 mol/L até pH 11.

Uma unidade de atividade de hidrélise (UH) foi definida como a
guantidade da lipase que libera 1 mmol de acido graxo por minuto nas
condi¢des descritas acima, que pode ser determinada através da Equacéo
3.
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_ (V%(%H - V?(OH) * Cnaon * 103
t* ME

Ay
(Equacéo 3)

Onde: Ay corresponde a atividade hidrolitica do catalisador (U/g); V2 on
correspondem ao volume de hidréxido de sédio gasto na titulagdo da amostra
ap6s 20 minutos de reacdo (L); V°aon corresponde ao volume de hidréxido de
sodio gasto na titulagdo da amostra no tempo zero (L); Cnaon COrresponde a
concentragdo da solucdo de NaOH (mol/L); Mg corresponde & massa de
catalisador enzimatico utilizado na reacdo (0,1g); t corresponde ao tempo de
reagdo (min).

Mediu-se em triplicata a atividade da lipase antes e apds a
cinética descrita no item 4.2.1.6 para obter-se a atividade catalitica
inicial e final ap6s a reacdo, com e sem 0 uso do ultrassom para poder
avaliar sua possivel reutilizacéo.

4.3.1.2 Quantificacdo do teor de &cidos graxos livres

A determinacéo do teor dos &cidos graxos livres dos hidrolisados
foi realizada por titulacdo com KOH, segundo método IUPAC 2.201.
Aproximadamente 3 g de amostra e 3 gotas de solucdo de fenolftaleina
foram diluidas em 50 mL de uma solucdo etanol:éter 1:1 (v/v). Esta
solucdo foi titulada com uma solucdo de KOH 0,1 mol/L, sob agitacdo
vigorosa até mudanca subita de coloracdo branca para rosa. O teor de
AGL foi calculado de acordo com a Equagéo 4:

C _ Vion * Cxon * MM 4¢,,
AGL = 10+ M,

(Equacéo 4)

Onde: Cag. corresponde ao teor de &cido graxo livre em porcentagem massica
(%, m/m); Vion corresponde ao volume da solugdo de KOH utilizado na
titulagdo (mL); Ckon corresponde a concentragdo da solugdo de KOH (mol/L);
MM, corresponde & massa molecular média dos acidos graxos presentes no
6leo (g/mol); Ma corresponde a massa da amostra (g).
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4.3.1.3 Célculo da velocidade inicial de reacéo

O célculo da velocidade inicial de reacdo é de extrema
importancia de comparar as diferentes condigdes avaliadas no estudo
cinético. A velocidade inicial de reacdo (r) foi calculada da seguinte
forma:

_ dCAGL
T
t=0
(Equacgéo 5)

Onde: r corresponde & velocidade inicial de reagdo (m/m.h'l); CacL
corresponde ao teor em AGL no tempo t (m/m); t corresponde ao tempo
de reacdo (h).

4.3.1.4 Recuperacdo do catalisador enzimatico

O catalisador enzimatico Lipozyme TL IM foi recuperado ap6s o
estudo cinético realizado com e sem a presenca do ultrassom através da
lavagem com o alcool isopropilico (aproximadamente 100 mL) e
separacdo com papel filtro. Os catalisadores retidos no papel foram
levados para estufa com temperatura de 40 °C por 1 h. Ap6s levou-se
para dessecador por 24 h e em seguida mediu-se a atividade hidrolitica.
O filtrado (produto hidrolisado mais o solvente da lavagem do
catalisador enzimatico) foi rotaevaporado para remocao do solvente e 0
produto foi analisado em termos do teor de AGL (%, m/m) e o solvente
foi separado para realizar o teste de recuperacéo.

4.3.1.5 Recuperacdo do solvente utilizado para lavagem do catalisador

Ap0s a recuperacdo do catalisador enzimatico, do meio reacional
o filtrado (produto mais alcool isopropilico) foi levado para
rotaevaporador. Foi realizado um teste para saber se poderia ser
reutilizado o 4alcool recuperado no rotaevaporador hidrolisando
novamente o 6leo de soja na condicdo 6tima e lavando/separando o
catalisador com o 4lcool isopropilico recuperado. Em seguida
rotaevaporou-se a amostra e mediu-se o teor de AGL (%, m/m).
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4.3.1.6 Determinacdo do perfil de &cidos graxos do éleo de soja e fritura

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

4.3.2 Métodos utilizados na etapa de esterificacdo enzimatica em
modo continuo

4.3.2.1 Determinag&o da atividade enzimatica de esterificagéo

O procedimento adotado para a determinacdo da atividade da
enzima foi descrito por Oliveira et al. (2006). Sucintamente, a atividade
enzimatica foi quantificada pelo consumo de 4cido laurico na reagdo de
esterificacdo entre o acido laurico e o alcool n-propilico, a temperatura
de 65 °C, com a enzima a 5% (m/m) mantida sob agitacdo por 40
minutos. A reagdo foi iniciada pela adi¢io da enzima ao meio reacional,
em um reator de vidro aberto de 20 mL, provido de agitacdo magnética e
conectado a um banho termostatico. Aliquotas de 150 L, em triplicata,
foram retiradas do meio reacional no tempo zero e ap6s 40 minutos de
reacdo e foram diluidas em 20 mL de acetona-etanol (1:1) com a
finalidade de cessar a reacdo e a extracdo dos acidos restantes. A
guantidade de acido laurico consumido foi determinada por titulacdo
com NaOH 0,01mol/L. Uma unidade de atividade foi definida como a
guantidade de enzima que conduz ao consumo de 1mmol de &cido
laurico por minuto nas condicdes experimentais descritas. A Equacéo 6
foi empregada para o calculo da atividade do catalisador:

[(VRaon ) = (VA%on)] * Chaon * 103 = Vs

AE=
txMp=V,

(Equacéo 6)

Sendo: Az é a atividade de esterificagdo do catalisador (U/g); Cuaon
corresponde a concentracdo da solucdo de NaOH (mol/L); VV°aon corresponde
ao volume de hidréxido de sodio gasto na titulagdo da amostra no tempo zero
(L); V*\aon correspondem volume de hidréxido de sédio gasto na titulagdo da
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amostra apds 40 minutos de reagdo (L); Mg corresponde & massa de catalisador
enzimético utilizada na reacdo (g); t corresponde a tempo de reagdo (min); V¢
corresponde ao volume final do meio reacional (mL); V. corresponde ao
volume da aliquota do meio reacional retirada para a titulagdo (mL).

4.3.2.2 Quantificacdo por método titulométrico dos ésteres obtidos na
esterificacdo dos acidos graxo comercial (AGVS) e dos hidrolisados de
6leo de soja e fritura

A reacdo de esterificacdo produz, além dos ésteres, também agua.
As amostras coletadas foram analisadas através do método da titulagdo.
Este € um método eficiente que substitui, neste caso, a utilizacdo da
cromatografia gasosa na quantificagdo dos 4&cidos graxos, sem
necessidade de secagem para completa remocdo da agua da amostra e
ndo necessitando de evaporacdo do excesso de alcool, como podem ser
observados os resultados comparando o método cromatogréafico e o de
titulagho. Na literatura  sdo  reportados alguns trabalhos
(RATTANAPHRA et al., 2012; ZHANG et al., 2012; LEMAIRE et al.,
2011; SATYARTHI et al., 2010; MARCHETTI e ERRAZU, 2010;
SANTIN, 2014) que comprovaram a efetividade da técnica, com base na
comparacdo realizada entre os dois métodos.

A técnica da titulacdo foi realizada de acordo com a IUPAC
2.201 o AOCS Cd 3d - 63 e consiste na determinagcdo da acidez do
meio, devido & presenca dos &cidos graxos livres. Estes acidos sdo
capazes de reagir com a solugdo de hidréxido de potassio e o resultado
obtido é expresso em mg KOH por (g) de amostra, e normalmente a
acidez titulavel corresponde ao dobro do percentual do é&cido
correspondente da amostra.

Este procedimento € realizado com a pesagem de uma aliquota de
2 g de amostra em um erlenmeyer de 300 mL. Em seguida, adiciona-se
50 mL de uma solucdo etanol anidro:éter etilico (v/v), homogeneizado e
a este, adiciona-se 3 gotas de indicador fenolftaleina 1% para indicar o
ponto de viragem (mudanca de cor) na titulagdo com solu¢do de KOH
0,1mol/L. Como ja mencionado, a amostra ndo necessita de tratamento
prévio por esta técnica, sendo esta, diretamente coletada do reator para
ser analisada, sem necessidade de secagem para evaporacdo da agua ou
do excesso de solvente.O indice de acidez é determinado pela Equagédo
7.
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_ (MM on * Vkon * Ckon)
M,

IA
(Equacgéo 7)

Onde: 1A ¢é indice de acidez (mg KOH/g); MMyon é a massa molar de KOH
(56,1 g/mol); Vkon volume de KOH gasto na titulagdo (mL); Ckon € a
concentragdo molar do KOH usado na titulagdo (mol/L); M , é massa de
amostra utilizada para titular (g).

Para determinar o percentual de conversdo do acido graxo em
ésteres é necessario determinar a acidez da solucgdo alimentada no reator.
Determinando-se o indice de acidez inicial e final (apds a reagdo) é
possivel determinar a conversdo de acidos graxos, que esta diretamente
relacionada com o teor em ésteres da mistura. O calculo para a
conversao dos acidos graxos é apresentado na Equacao 8.

(IA; —1A)
—_— %

100
1A;

X¢steres (%) =
(Equacéo 8)

Onde: Xesteres € conversdo dos AGL em ésteres (%); 1A; é o indice de
acidez inicial (mg KOH/g) e 1A, é indice de acidez final (mg KOH/g).

O indice de acidez no tempo t é calculado pontualmente, de
acordo com a cinética realizada, ou seja, assim que a amostra é coletada,
ja é devidamente pesada e titulada, evitando a evaporacdo dos
componentes.

4.3.2.3 Preparo das amostras e quantificacdo dos ésteres etilicos por
cromatografia em fase gasosa

Apo0s a coleta das amostras procedia-se a evaporacdo do alcool
ndo reagido das amostras, em estufa a vacuo (Marca Quimis, Modelo
Q819V2), na temperatura de 65 °C e 0,05 MPa de vacuo, até a obtencdo
de peso constante.

As amostras foram previamente preparadas transferindo-se 0,25 g
de amostra em baldo volumétrico de 10 mL, completando o volume de
diluicdo com n-heptano, (amostra). Retirava-se uma aliquota de 50 pL
da solugdo da amostra para um baldo de 1 mL, no mesmo adicionava-se
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uma solucdo de 50 pL. de padréo interno (heptadecanoato de metila) na
concentracdo de 5000 mg.L™, completando este com n-heptano. As
amostras foram agitadas e uma aliquota (cerca de 1 mL) transferida para
os vials, dando sequéncia a analise cromatografica.

As amostras foram injetadas em triplicata em um cromatdgrafo
gasoso conforme EN14103 (2001), com detector de ionizagdo de chama
(CG/FID Shimadzu modelo 2010) equipado com uma coluna capilar
apolar modelo RT-WAX (contendo polietileno glicol na fase
estacionéaria), de 30 m de comprimento, didmetro interno de 0,32 mm e
com as seguintes condi¢cBes cromatograficas: temperatura inicial da
coluna de 150 °C, permanecendo por 1 minuto nesta condicdo, taxa de
aquecimento de 10 °C/ min até atingir a temperatura final da coluna de
250 °C, permanecendo por 1 minuto nesta condicdo. A temperatura do
injetor e do detector foi estabelecida em 250 °C. A quantidade da
solucdo de amostra injetada foi de 1 pL. A Equagdo 9 apresenta a
equacao utilizada para o célculo da conversao em ésteres:

Cc * 100

— (ZA) - Aei " Cei * Vei
A, w

(Equacéo 9)

Onde: C corresponde a conversdo em ésteres; > A corresponde & area total de
picos entre os padrdes C14 e C 24:1; A.; corresponde a area correspondente ao
pico do padrdo interno, C17: 0; C,; corresponde & concentracdo da solugéo de
padrdo interno, C17:0, (mg/mL); V corresponde ao volume da solugdo de
padrdo interna adicionada & amostra; W corresponde & massa da amostra, (mg).

A partir dos resultados de conversdo em ésteres etilicos pela
esterificacdo do 6leo de soja e fritura, resolveu-se analisar o teor de
glicerol, &gua, monoacilglicerois, diacilglicerdis e triacilglicerdis das
amostras finais do hidrolisado do dleo de soja e fritura 0s quais séo
usados na alimentacdo do reator a serem esterificadas e apds passar pelo
reator.

4.3.2.4 Quantificacdo do teor de glicerol

A anélise para determinar o teor de glicerol foi realizada somente
nas amostras do hidrolisado do 6leo de soja e fritura produzido na etapa
de hidrélise e nas amostras esterificadas do 6leo de fritura em reator
continuo.
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O método de periodato de sédio para determinar a concentracao
de glicerol foi descrito primeiramente por Cocks e Van Rede (1966), o
qual consiste na reacdo do glicerol presente na amostra com periodato
de sddio (NalO4) em solugdo aquosa acida para produzir formaldeido e
acido formico, este dltimo utilizado como medida do glicerol. O
procedimento consiste na diluicdo da amostra previamente pesada em 50
mL de agua bidestilada. De 5 a 7 gotas de azul de bromotimol sdo
adicionadas & amostra e a mesma é acidificada com acido sulfarico 0,2
mol/L até pH 4. A solucdo é entdo neutralizada com NaOH 0,05 mol/L
até coloragéo azul.

Paralelamente, uma solucdo em branco deve ser preparada
contendo 50 mL de agua bidestilada, sem a presenca de glicerol e o
mesmo procedimento adotado para a amostra a ser analisada deve ser
aplicado ao branco. Em seguida, 100 mL de solucdo de periodato de
sodio (60 g/L) sdo adicionados a amostra e ao branco e mantidas ao
abrigo da luz por 30 min. Apoés este periodo, 10 mL de solucdo de
etileno glicol (1:1) sdo adicionadas a mistura que é deixada ao abrigo da
luz por mais 20 min. As amostras sdo, entdo, diluidas até completar o
volume de 300 mL com &gua bidestilada e tituladas com solugdo de
NaOH 0,125 mol/L usando pH-metro para determinar pH 6,5 para o
branco e pH 8,1 para a amostra. O teor de glicerol contido na amostra é
determinado através da seguinte equacao:

[MMgpic * Cnaon * (V1 — V)] .

100
Ma

Ceric(%, ™/ =

(Equagéo 10)

Onde: Cg c € a concentracdo de glicerol na amostra (%, m/m); MMg,,c é a
massa molar do glicerol (92,09 g/mol); Cya.on € @ concentragdo molar da
solucdo de NaOH (mol/L); V1 é o volume da solugdo de NaOH gasto na amostra
(L); V, é o volume da solugdo de NaOH gasto no branco (L); M, é a massa de
amostra utilizada (g).

4.3.2.5 Quantificacdo do teor de 4gua por Karl-Fischer

A andlise de Karl-Fischer é usada para medir o teor de agua
presente na amostra. Para a andlise foi usado um titulador manual,
modelo Q349-2 da marca QUIMIS. Como titulante foi utilizada solugéo
de Karl-Fischer (Merck), composta por uma solugdo de iodo e dioxido
de enxofre em metanol anidro. O método consiste na reducéo do iodo e
dioxido de enxofre, com simultdneo consumo de agua. Primeiramente
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adicionava-se ao copo do reator o metanol, em quantidade que cobrisse
as pontas do eletrodo de platina, em seguida titulava-se com solucgéo de
Karl-Fischer até o indicador do aparelho indicar a cor vermelha. A
seguir foi realizada a fatoracdo com &gua para verificar o fator de
correcdo, segundo a equagado abaixo:

_ M;+1000
S 7
(Equacgéo 11)

Onde: F¢ é o fator de correcdo; Ma é a massa da amostra (g); V é o
volume gasto de Karl-Fischer (mL).

Com o fator de correcdo determinado, dava-se seguimento &s
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, ento ¢é titulado com solucéo de Karl-
Fischer até o indicador ficar vermelho indicando que esta seco. A partir
da massa de amostra e o valor gasto da solugdo pode ser realizado o
calculo segundo a Equacéo 12.

V*FC

Cu20(%, ™) = 10+ M.
a

(Equagdo 12)

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

4.3.2.6 Quantificacdo dos teores de monoacilglicerdis (MAG),
diacilglicerois (DAG) e triacilglicerois (TAG)

A determinacdo do teor de MAG, DAG, TAG nas amostras
coletadas foi realizada em cromatégrafo gasoso (GC), — Shimadzu 2010,
com injetor automatico on-colunn e detector de ionizacdo de chama
(FID), equipado com coluna capilar de 5% de fenil polidimetilsiloxano,
comprimento de 10 a 15 m, didmetro interno de 0,32 mm e filme de
0,1um, injetor (on-colun), detector de ionizagdo de chama e integrador
(computador com software adequado). As condicBes de operagdo foram
segundo a Norma n° 14105, do Comité Europeu para Padronizacdes e
método ASTM D 6584. Estas analises foram realizadas em cooperacédo
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com empresa Olfar Alimento e Energia. No Apéndice A2 encontra-se
todo o procedimento de anélise






5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos
durante o desenvolvimento deste trabalho de hidroesterificacdo enzimatica de
6leos de soja e fritura em sistema de ultrassom em duas etapas a hidrdlise em
modo batelada seguida por esterificagdo em modo continuo.

5.1 HIDROLISE ENZIMATICA EM MODO BATELADA

Abaixo estdo apresentados os resultados obtidos nos testes da primeira
etapa do trabalho: Hidrdlise enzimatica em modo batelada utilizando
tecnologia do ultrassom.

5.1.1 Selecdo do catalisador enzimético com potencial para a reagdo de
hidrolise

Os resultados obtidos para a atividade hidrolitica dos catalisadores
enzimaticos, comerciais e ndo comerciais, imobilizados e na forma livre, estdo
apresentados na Tabela 7. Nesta etapa, foi avaliado o potencial hidrolitico
destes catalisadores em duas temperaturas: 40 e 65 °C.

Tabela 7 - Atividade hidrolitica dos catalisadores testados em duas
temperaturas.

CATALISADORES ATIVIDADE HIDROLITICA (Ulg)
40 °C 65 °C
Catalisadores comerciais
Novozym 435 IM 497 £19,41 246 + 3,00
Lipozyme RM IM 63 + 5,08 12 +4,44
Lipozyme TL IM 761 + 15,61 90 + 7,88
Pancreas de porco (livre) 1326 £ 10,81 82 +9,02
Catalisadores ndo comerciais
Penicillium brevicompactum IM 28 +0,50 14 + 0,68
Rhizopus sp. IM 8 +0,90 14 £ 4,70

Os valores sdo a média da triplicata + desvio padrdo; IM = imobilizado.
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Avaliando os resultados apresentados na Tabela 7, pode-se notar uma
diferenca da atividade hidrolitica nas temperaturas testadas, na qual todos os
catalisadores, com excec¢éo da lipase de Rhizopus sp., apresentaram uma maior
atividade na temperatura de 40 °C. De acordo com Scriban (1985), existe uma
zona de temperatura, as vezes estreita, para a qual a atividade enzimatica é
méaxima. De modo geral, um aumento na temperatura conduz a um aumento da
velocidade das reagdes, por aumentar a energia cinética das moléculas no
sistema. Em reacOes enzimaticas, esse efeito é observado em uma faixa de
temperatura compativel com a manutencéo da estrutura espacial, pois devido a
sua natureza proteica, quando a enzima é exposta a temperaturas elevadas,
ocorre sua desnaturacdo. A desnaturacdo ocorre devido ao rompimento das
pontes de hidrogénio, que sdo ligagdes termolabeis, desencadeando uma série
de modificagdes estruturais que alteram a conformacdo da enzima. Estas
modificagOes reduzem gradativamente a atividade enzimatica até o ponto onde
ocorre sua completa inativacdo. A temperatura que provoca a desnaturagao esta
geralmente préxima de sua temperatura Gtima, pois qualquer temperatura
significativamente superior a do ambiente biol6gico natural da enzima, pode
promover sua desnaturagdo (BAILEY; OLLIS, 1986).

Na Tabela 7 estdo apresentadas as atividades hidroliticas das lipases
imobilizadas e na forma livre. O catalisador lipase de pancreas suino (lipase
livre) apresentou a atividade hidrolitica de 1326 U/g, e a Lipozyme TL de 761
U/g, ambas na temperatura de 40 °C. Diante disso, para as proximas etapas do
trabalho foi utilizado estes catalisadores em condicbes de temperatura fixadas
em 40 °C.

A lipase de pancreas suino é uma pequena proteina globular composta
de uma Unica cadeia de 449 aminodacidos, com uma massa molar de 50-52 kDa
(DE CARO et al., 1981). A lipase de pancreas suino € uma enzima mesdéfila
que possui temperatura 6tima no faixa de 35-45 ‘C e apresenta atividade
maxima sobre a hidrolise de triacilglicerdis entre 35 e 40 "C (BAl et al., 2006).

Tradicionalmente, esta enzima é obtida do pancreas suino, por diferentes
métodos, envolvendo extracdo com solventes, precipitacdo com sulfato de
amdnio, didlise, interacdes idnicas e hidrofobicas, entre outros. Ela é uma das
lipases mais utilizadas em reacdes de biotransformacéo, devido as vantagens
que apresenta em relacdo a sua disponibilidade para compra pois é
comercializada por vérios fornecedores no mercado internacional; alta
estabilidade e especificidade; grande potencial catalitico; além do custo mais
acessivel quando comparado a outros catalisadores enziméaticos comerciais de
fonte microbiana ou animal (MENDES et al.,, 2012). Outra vantagem
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apresentada por essa enzima é a possibilidade de promover sua imobilizagéo,
que confere um aumento na estabilidade e possibilita sua recuperacdo e
reutilizacdo. Bagi et al. (1997) promoveram a imobilizacdo de lipase de
pancreas suino em diversos suportes e observaram aumento da temperatura
Otima de atuacdo da enzima, e uma capacidade hidrolitica superior a enzimas
solubilizadas.

De acordo com Zaks e Klibanov (1985), que estudaram o
comportamento de lipases em solventes organicos, a lipase de pancreas suino
pode catalisar reacBes de transesterificacdo, esterificacdo, amindlise,
tioesterificagcdo e oximdlise, em meios organicos anidros, exibindo um poder
catalitico comparével ao exibido em &gua. Valores semelhantes aos obtidos no
presente trabalho foram relatados por Wu et al. (1996), para a atividade
hidrolitica da lipase de pancreas suino, em um estudo onde avaliou-se 0
potencial catalitico de 9 enzimas comerciais em relagdo & capacidade para
hidrolisar azeite de oliva e sintetizar ésteres através de reacGes de esterificacao
e transesterificacéo.

5.1.2 Determinacéo das condicOes de preparacgdo da dispersao 6leo de soja
e agua

5.1.2.1 Determinacéo da razdo molar 6leo de soja e &gua

Nesta etapa estdo apresentados os resultados obtidos em relacdo as
condi¢des para dispersdo 6leo e dgua, nas seguintes razées molares: 1:3, 1:6 e
1:9. Os demais pardmetros foram fixados, sendo eles: poténcia do ultrassom
132 W; 40 °C e 1000 rpm.

Para as trés razGes molares 6leo e agua avaliadas (1:3, 1:6, 1:9), todas
apresentaram resultados similares quanto a dispersdo, nas condicdes estudadas.
Visualmente, ap6s aproximadamente 1,5 h de agitacdo sob acdo do ultrassom,
ndo era mais possivel identificar separacdo de fases para as trés razdes molares.
A aparéncia final das dispersdes nas trés razdes molares testadas ndo diferiu
(Figura xx). Desta forma, escolheu-se a razdo molar 1:9 para as proximas
etapas, pois quantidades mais elevadas de agua podem favorecer o
deslocamento da reacéo.
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Figura 17 - Imagem das dispersdes nas condigdes 40 °C de temperatura, com poténcia
do ultrassom de 132 W, razdo molar 6leo: agua 1:9 (21,8 g de 6leo de soja e 4,05 g de
agua). As condicbes de agitagdo mecanica para a formagdo da emulsdo como etapa
prévia foram: (a) 2000 rpm durante 1,5 h, seguida de 300 rpm durante tempo reacional;
(b) 1000 rpm durante 1,5 h, seguida de 300 rpm durante o tempo reacional; (c) 300 rpm
durante 1,5 h e durante o tempo reacional; (d) sem formagéo de emulséo prévia e 300
rpm durante o tempo reacional.

() (d)

Em sistemas que formam emulsdo existe uma alta area interfacial entre
0 0leo e a fase aquosa, e segundo Noor et al. (2003) um aumento dessa area, na
qual atua a enzima, pode acarretar em um aumento na velocidade de hidrolise.
Beuve e Morison (2010) observaram este efeito, onde uma maior velocidade de
hidrélise em 6leo de canola foi obtida, nas mesmas condic8es, variando-se a
proporcao de 6leo e agua no sistema de 2:1 para 1:5 (v/v).

5.1.2.2 Determinacdo das condicGes de agitacdo e estabilidade da dispersdo

Nesta etapa foram realizados testes para observar a estabilidade da
dispersdo em relacdo a intensidade de agitagdo do meio sem a utilizacdo de
surfactante. Foi utilizada a razdo molar de 1:9 (6leo de soja: agua) nas mesmas
condigdes fixadas no item anterior: poténcia do ultrassom 132 W; 40 °C e 1000
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rpm. Promoveu-se a agitagdo mecanica do meio sob a agdo de ultrassom
durante 1,5 h e, ap6s a formacdo da disperséo retirou-se a agitacdo mecanica,
mantendo-se somente a agdo do ultrassom. Diante disso, foi possivel observar
gue apos a retirada de toda a agitacdo mecéanica do meio, a dispersdo ndo se
manteve estavel somente com a acdo do ultrassom, ocorrendo a separacdo de
fases no sistema em poucos instantes. Portanto, como a dispersdo ndo se
manteve estavel com a retirada total da agitacdo, em outro teste, apds a
formacdo da dispersdo (nas mesmas condicdes do teste anterior), manteve-se 0
ultrassom com poténcia maxima e a agitacdo mecéanica foi reduzida para 300
rpm. Neste caso, foi possivel observar que visualmente a dispersdo se manteve
estavel, ndo apresentando separacdo de fases. Com o resultado destas analises,
pdde-se identificar a importancia da acdo da agitacdo mecénica do meio para a
manutencao da estabilidade da disperséo.

Grandes aumentos da velocidade de agitacdo podem ter um efeito
negativo sobre a velocidade de hidrdlise, uma vez que também aumenta-se o
cisalhamento sobre a enzima, podendo conduzir a sua desnatura¢do (NOOR et
al., 2003; SHAMEL et al., 2005). Entretanto, Yu et al. (2010) observaram que
a acdo combinada da agitacdo mecénica (50 - 200 rpm) e ultrassom podem ter
um efeito benéfico, elevando a velocidade de reacfes enzimaticas. Em outro
estudo, Babicz et al. (2010) obtiveram melhores resultados para hidrdlise
enzimatica de 6leo de soja visando & obtengdo de diacilglicerdis, em condictes
mais brandas de agitacdo (400 e 700 rpm). Outros trabalhos também relatam o
uso de agitacdo mecanica variando de 200 - 500 rpm para reacdes enzimaticas
(ROONEY; WEATHERLEY, 2001; OLIVEIRA et al., 2004; OLIVEIRA et
al., 2005). Diante disso, optou-se pelo uso da agitagdo mecéanica de 300 rpm,
menor valor que o agitador utilizado pode operar, pois esta intensidade
forneceria uma agitacdo razoavel ao meio, ndo comprometendo a estabilidade
da emulséo e atuacdo enzimatica.

A Figura 17 apresenta a imagem através de microscépio optico com
ampliacdo de 10x, da dispersdo do 6leo de soja e 4gua nas condicdes de 40 °C,
poténcia ultrassdnica de 132 W, razdo molar 6leo de soja e agua 1:9 (21,8 g de
6leo de soja e 4,05 g de agua). As condicOes de agitacdo mecanica para a
formacdo da dispersdo como etapa prévia foram: (a) 2000 rpm durante 1,5 h
(b) 1000 rpm durante 1,5 h, (c) 300 rpm durante 1,5 h (d) sem formacédo de
emulsdo prévia (somente mistura 6leo de soja e &gua), sem a presenca do
catalisador.
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Figura 18 - Imagem da disperséo 6leo e agua a 40 °C, com poténcia ultrassonica de
132 W, razéo molar 6leo e agua 1:9 (21,8 g de 6leo de soja e 4,05 g de agua).

As condicOes de agitacdo mecanica (rpm) para a formacdo da dispersdo como etapa
prévia foram: (a) 2000 (b) 1000 (c) 300 (tempo de 1,5 h) e (d) sem formacdo de
emulsdo prévia.

Através da Figura 17 pode-se observar que a aparéncia da dispersdo, nas
diferentes condigdes foram diferenciadas, onde as imagens mostram que
conforme ocorre o aumento da agitacdo diminui a formagdo de micelas.

Segundo Lyssant (1974), a viscosidade da emulsdo e sua aparéncia sao
controladas em parte pelo tamanho das particulas da fase dispersa e a
proporcao entre as fases internas e externas. A energia necessaria para produzir
uma emulsdo por ultrassom é menor do que a necessaria nos métodos
convencionais. Dispersdo geradas por ultrassom podem ser mais estaveis,
requerem minimas quantidades de surfactantes e, em muitos casos, a presenca
de surfactantes é desnecessaria; tm um tamanho submicrbnico e uma
distribuicdo de tamanho extremamente estreito (FEITEN, 2013).

Trabalhos como os de Abismail et al. (1999), Ramachandrean at al.
(2006) e Hang et al. (2010) mostram estudos comparativos de emulsificacéo de
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6leo e 4gua e afirmam que o ultrassom apresenta algumas vantagens diante da
agitacdo mecanica mas, em alguns casos, a agitacdo mecanica garante algumas
vantagens. Os resultados obtidos no presente trabalho mostram que a aplicagdo
destas duas ferramentas (agitacdo mecanica e ultrassom) podem ser utilizadas
para a obtencdo de resultados bastante satisfatdrios.

5.1.3 Cinética enzimatica da hidrélise em banho de ultrassom em modo
batelada avaliando o tipo de agitacéo

Nesta etapa serdo apresentados e discutidos os resultados das cinéticas
enzimaticas destrutivas realizadas com e sem ultrassom em diferentes
condi¢des da dispersdo do 6leo e agua como etapa prévia.

A Figura 18 mostra a cinética enzimatica realizada nas quatro diferentes
condi¢des de dispersdo do dleo de soja em agua estudadas, com e sem 0
emprego do ultrassom. Na figura 19, mostra-se a velocidade inicial das reacGes
das cinéticas apresentadas no grafico 18.

Nesta figura 18 é possivel observar que o0 uso de ultrassom interferiu nas
reacbes de hidrdlise enzimética, sendo que as maiores velocidades iniciais
foram obtidas nas reagdes conduzidas no banho de ultrassom. Quando a
agitacdo foi de 2000 rpm (A) a velocidade inicial da reagdo foi de 10,40 h™ e
9,90 h; com e sem 0 uso de ultrassom, respectivamente. Para a agitacdo de
1000 rpm (B) a velocidade inicial da reaco foi 21,47 h™ e 19,55 h™ com e sem
0 uso de ultrassom, respectivamente; quando a agitagdo foi de 300 rpm (C) a
velocidade inicial da reagdo foi de 28,65 h™ e 16,46 h™, respectivamente, e,
guando ndo houve dispersdo prévia foi onde apresentou maior diferenca na
velocidade inicial da reacdo onde apresentou velocidade inicial de 26,66 h™
com ultrassom e 13,78 h™ sem a presenca de ultrassom. Também se pode
observar que, quando ndo houve dispersdo prévia (D), melhores resultados em
teor de acidos graxos livres sdo obtidos (27 %, m/m).
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Figura 19- Cinética enzimatica do 6leo de soja nas diferentes condi¢des de disperséo
do 6leo e dgua como etapa prévia em relagdo ao teor de AGL (%, m/m).
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CondicGes experimentais: (A) 2000 rpm; (B) 1000 rpm; (C) 300 rpm; (tempode1,5he
300 rpm durante tempo reacional) e (D) sem formacdo de emulséo prévia e 300 rpm
durante o tempo reacional, fixou-se razdo molar 6leo de soja e &gua 1:9, 40 °C, C¢ de
10 % (m/m) lipase de pancreas suino, poténcia ultrassonica de 0 W (o) e 132 W ().
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Figura 20 — Velocidade inicial das cinéticas enzimatica do dleo de soja apresentadas na
figura 18 nas diferentes condicdes de dispersdo do 6leo e 4gua como etapa prévia em
relacdo ao teor de AGL (%, m/m).
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O ultrassom é reconhecidamente um agente que contribui para a
formagdo de particulas de emulsdo microscépicas, que aumentam a &rea
interfacial e consequentemente, elevam as velocidades de reacdo. As
velocidades de agitagdo mecénica maiores favoreceram uma maior reducdo no
tamanho das goticulas da emulsdo, o que também pode ter aumentado a
velocidade de evaporacdo das goticulas de &gua sob a acéo do ultrassom (fato
este comprovado a partir da analise de teor de agua presente no meio nas
diferentes condicbes de dispersdo estudadas). Estes resultados estdo
apresentados na Tabela 8, onde foram realizadas dispersdes do 6leo de soja e
agua retirando aliquotas durante o tempo de 1,5 h.

Tabela 8 - Teor de agua presente nas diferentes condigdes de dispersdo do 6leo de soja
e 4gua, sem presenca de enzima, 40 °C e poténcia ultrassénica de 132 W.

Dispersdo em Dispersao em Dispersdo em
2000 rpm 1000 rpm 300 rpm
Tempo (min) Teor de &gua (%, m/m)
0 15,67 15,67 15,67
30 0,94 2,93 2,65
60 0,25 2,84 2,43
90 0,20 0,74 2,30
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Como pode-se perceber na Tabela 8, conseguiu-se comprovar que a
agua do meio reacional evapora rapidamente, constatando que antes mesmo de
adicionar a enzima praticamente ndo tem-se mais agua para que ocorra a
reacdo, lembrando que o frasco onde foi realizada a reacdo ha aberto,
favorecendo a evaporacdo. Para as proximas reacGes fechou-se o frasco
contendo meio reacional.

Como a agua é um reagente da reacdo de hidrélise, essa perda pode ter
prejudicado no teor de &cidos graxos livres formados, conforme observado na
Figura 18 (A), (B) e (C).

Feiten (2013) realizou cinéticas enzimaticas da hidrdlise do 6leo de soja
em banho de ultrassom nas condicdes: razdo molar 1:9, Ce de 10 % da lipase
Lipozyme TL IM, 600 rpm (aparéncia transparente), 100 % poténcia de
ultrassom e 65 °C, comparando a cinética assistida por ultrassom com a
cinética na qual somente a emulsdo (90 min) foi assistida por ultrassom. O
autor obteve concentracdo de acido graxo em torno de 26 % para ambas as
condi¢des. A fim de encontrar possiveis razdes para tdo baixas concentracdes,
foram realizadas andlises de Karl Fisher para determinar o teor de agua
presente apds a formagdo da emulsdo em ultrassom (90 min). Foi constatado
gue antes mesmo de dar-se inicio a reacdo pela adicdo da enzima estava
ocorrendo grande perda de agua por evaporacdo, em torno de 90 %. Estes
dados justificam os resultados das cinéticas das diferentes condicfes de
emulsificacdo do presente trabalho, quando se obteve menores conversdes
quando se utilizou maiores agitagdes. Quando se aumentou a area interfacial
elevou-se a velocidade de reacdo e consequentemente as conversoes.

Awadalak (2012) identificou altas velocidades de evaporacdo de &gua,
acima de 33 % em 4 horas, quando empregou sonda ultrassdnica na
emulsificacdo de 6leo de palma a 55 °C, para posterior reacdo de hidrdlise
catalisada por Lipozyme RM IM. Quando expds a mistura reacional somente 3
minutos a sonda para formacdo da emulsdo como etapa prévia a reacdo de
hidrélise, suas conversdes aumentaram cerca de 5 vezes frente a mesma reacao
de hidrdlise assistida pela sonda (50 e 10 %, respectivamente).

Apo6s avaliar os resultados das cinéticas ilustradas na Figura 18, a qual
pode observar os melhores resultados para a cinética (D) nas condicOes
experimentais: razdo molar 6leo de soja e agua 1:9, poténcia ultrassdnica de
132 W, 40 °C, 300 rpm e Cg de 10 % (m/m), foram realizados novos
experimentos cinéticos empregando Cg de 1 % (m/m) de dois diferentes
catalisadores enzimaticos: a lipase de pancreas suino e Lipozyme TL IM. Os
resultados sdo apresentados na Figura 19.
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Figura 21 - Hidrdlise enzimatica de 6leo de soja catalisada por lipase de pancreas suino
(A) e Lipozyme TL IM (B) com e sem emprego do ultrassom.
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CondicGes experimentais: razdo molar 6leo e dgua 1:9, 40 °C, Cg 1 % (m/m) de enzima
(baseado no total do substrato), poténcia ultrassonica de 0 W (o) e 132 W (¢) e 300
rpm.

A Figura 19 apresenta a hidrdlise enzimatica de éleo de soja na melhor
condi¢do encontrada no teste de dispersdo do 6leo de soja e agua (Figura 17
(D) - sem formacéo de emulséo prévia) catalisada por lipase de pancreas suino
(A) e por Lipozyme TL IM (B). Pode-se observar que empregando a lipase de
pancreas suino, o teor de AGL néo ultrapassa 16 % (m/m) quando o ultrassom
é empregado. Neste caso pode-se notar a influéncia do ultrassom na velocidade
inicial da reacdo quanto no teor se compararmos sem a presenca do mesmo.
Com a Lipozyme TL IM foram alcangados cerca de 30 % (m/m) de teor de
AGL em 2 horas de reacdo quando é empregado o ultrassom.

Através deste teste ndo foi possivel chegar a um teor de acidos graxos
relevantes, desta forma resolveu-se estudar outras variaveis, tendo como base
0s estudos acima citados.
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5.1.4 Influéncia das varidveis razdo molar, temperatura, concentracédo de
enzima e solvente adequado na recuperacdo da lipase em relacdo ao teor
de acidos graxos

Na Figura 20 estdo apresentados os resultados expressos em teor de
AGL (%, m/m) obtidos na hidrélise enzimatica de 6leo de soja em sistema de
ultrassom nas condices fixas de 40 °C, poténcia ultrassonica de 132 W, Cg de
1 % (relacdo ao total do substrato) e 300 rpm, onde variou-se a razdo molar
6leo de soja:dgua. Utilizou-se n-hexano para lavagem e separacdo da enzima.
Decidiu-se utilizar como solvente, em um primeiro momento, 0 n-hexano,
tendo como base diversos trabalhos na literatura (Cavalcanti- Oliveira et al.,
2011; Rodrigues e Ayub, 2011; Aguleiras et al., 2014; Feiten et al., 2013).

Figura 22 — Hidrolise enzimatica do 6leo de soja variando a razdo molar (6leo de soja:
agua).
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Condigdes fixas de 40 °C, poténcia ultrassdnica de 132 W, Cg de 1 % (m/m) de
catalisador Lipozyme TL IM (relagdo ao total do substrato), 300 rpm e 2 h de reagdo.

Avaliando os resultados expressos em teor de AGL (%, m/m) em
relacdo a razdo molar, pode-se notar que a razdo molar 1:10 conduziu a um
teor de 30,12 % (m/m) de AGL e a razdo molar 1:20 35 % (m/m) em AGL. Por
apresentarem resultados semelhantes, ambos foram escolhidos para o0s
préximos testes. Sabe-se que para ocorrer a hidrélise de éleos e gorduras, é
preciso ter a presenca de agua no meio, também se sabe através da
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estequiometria da reacdo que, para cada mol de triacilglicerol precisa-se de 3
mols de agua para producéo de 3 mol de AGL e 1 mol de glicerol. O excesso
de agua no sistema podera favorecer o deslocamento da reagdo no sentido da
formacéo de produtos. Entretanto, um excesso muito elevado pode prejudicar a
obtencdo dos &cidos graxos. Provavelmente, este fato estd relacionado aos
resultados obtidos, pois quando uma quantidade elevada de agua (1:46) foi
utilizada, o teor de AGL diminuiu. Registros na literatura indicam que um leve
aumento na quantidade de &gua da reacdo, leva a um aumento de atividade
enzimatica devido a melhor conformacdo enzimatica e maior area de interface.
Porém, a partir de uma quantidade maxima, pode ocorrer a inibicdo da
atividade catalitica da lipase pelo alto teor de 4gua (Chu; Quek; Baharin, 2002;
You e Baharin, 2006). De acordo com Yadav e Devi (2004), a adi¢do de dgua
além de um valor critico, pode aumentar a espessura da camada da agua
formada em torno da enzima. Isto faz com que os reagentes e 0s produtos
organicos com fraca solubilidade em meio aquoso tenham mais dificuldade de
se difundir através da camada de agua para 0s centros ativos da enzima.

Tendo como base os testes avaliando o efeito da razdo molar, 0s
melhores resultados foram obtidos quando o 6leo de soja na razdo molar de
1:10 e 1:20 foi hidrolisado. Novos testes foram realizados, Tabela 9, variando a
razdo molar, temperatura e concentracdo de catalisador enzimatico Lipozyme
TL IM e fixando a poténcia ultrassdnica em 132 W, 2 h de reacéo, 300 rpm. A
recuperacao da enzima foi realizada através de lavagem com n-hexano.

Tabela 9 — Teor de AGL em fungdo das varidveis de processo como razdo molar,
temperatura e concentracdo de catalisador enzimatico Lipozyme TL IM.

Razéo molar T (°C) Ce Teor de AGL

(6leo:agua) (%, m/m) (%, m/m)
1:10 40 1 30,12
1:20 40 1 35,11
1:10 60 1 22,64
1:20 60 1 31,23
1:10 40 10 39,00
1:20 40 10 39,83
1:10 60 10 29,60
1:20 60 10 45,18

Condic0es fixas: poténcia ultrassonica de 132 W, 2 h de reacdo, 300 rpm e lavagem do
catalisador para recuperagdo com n-hexano).



108

Pode-se observar pela da Tabela 9 que, quando o 6leo de soja foi
hidrolisado nas condicdes de razdo molar 1:20 (6leo: agua), 60 °C, Cg de 10 %
de enzima Lipozyme TL IM, 300 rpm, poténcia ultrassonica de 132 W e lavou-
se a enzima para separacdo do meio reacional com n-hexano, se obteve o0 maior
teor de AGL, o qual foi de 45 % (m/m). Por se obter um teor de AGL ndo
satisfatério (~45 %), resolveu-se testar outro solvente (alcool isopropilico) para
separacdo da enzima do meio reacional, pois se notou que em contato com o n-
hexano, o acido graxo formado ndo diluia e ndo se desprendia totalmente da
enzima, dificultando a quantificacdo dos AGL total, a realizagdo da lavagem, a
recuperacao da enzima e a incapacidade de medir a atividade final da enzima.

Na Tabela 10 estdo apresentados 0s novos testes nas mesmas condicdes
realizadas com n-hexano, mas agora lavando a enzima para separagdo do meio
reacional com alcool isopropilico, com o intuito de conseguir separar com
maior eficiéncia o &cido graxo da enzima, podendo medir sua atividade apés a
reagdo e realizar sua reutiliza¢éo.

Tabela 10 — Teor de AGL em funcdo das varidveis de processo como: razdo molar,
temperatura e concentracdo de catalisador enzimatico Lipozyme TL IM.

Razéo molar T (°C) Ce Teor de AGL (%,
(6leo:agua) (%, m/m) m/m)

1:10 40 1 34,49

1:20 40 1 40,98

1:10 60 1 29,94

1:20 60 1 36,02

1:10 40 10 50,09

1:20 40 10 60,68

1:10 60 10 43,00

1:20 60 10 50,42

Condicdes fixas de poténcia ultrassonica de 132 W, 2 h de reacdo, 300 rpm e lavou-se
o catalisador para recuperacdo com alcool isopropilico).

Pode-se notar através dos resultados da Tabela 10 que quando o 6leo de
soja foi hidrolisado nas condic6es de razdo molar (6leo: agua) 1:20, 40 °C, Cg
de 10 % da enzima Lipozyme TL IM nas condicdes fixas de 2 h de reacéo, 300
rpm, poténcia ultrassdnica de 132 W e lavou-se a enzima com &lcool
isopropilico obteve-se um teor de AGL de 60 % (m/m), sendo este considerado
um resultado satisfatorio.
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O n-hexano se mostrou um solvente ineficiente para dissolver a amostra,
acredita-se que o n-hexano ndo é capaz de dissolver moléculas polares nelas
contidas, como a &gua e o glicerol. J& o alcool isopropilico é um solvente polar
capaz de dissolver agua e glicerol que sdo polares, diglicerideos,
monoglicerideos, triglicerideos e o acido graxo que sdo levemente polares.
Assim, este solvente foi capaz de formar uma Unica fase capaz de passar pelo
filtro retendo somente o catalisador enzimatico. Além disso, a estrutura do
alcool € uma cadeia ramificada, podendo dificultar que se formem micelas em
volta da enzima que estd imobilizada, facilitando assim a limpeza da mesma e
sua recuperacéo.

Pelo mesmo motivo, verifica-se que solventes organicos com polaridade
adequada sdo importantes para o substrato, para a solubilidade do produto e
para a transferéncia de massa no sistema reacional (LV et al., 2007). Diferentes
solventes organicos tém capacidades diferentes de distorcer a camada de adgua
essencial em torno da lipase imobilizada. O log P (constante de polaridade,
definido como o coeficiente de particdo do solvente entre octanol e agua) é
amplamente utilizado para representar as caracteristicas da fase organica e
prever a atividade enzimatica (LAANE et al., 1987; CUl et al., 1997).

A partir da condicdo de razdo molar (dleo:agua) 1:20, 40 °C, Cg de 10 %
Lipozyme TL IM nas condices fixas de 300 rpm, poténcia ultrassonica de 132
W e lavagem do catalisador com alcool isopropilico decidiu-se realizar uma
avaliacdo cinética (0,25-24 h) para investigar se realmente o tempo de 2 herao
melhor tempo para se obter o maior teor de &cidos graxos. Também nesta
mesma condi¢do foi realizada outra avaliacdo cinética sem a presenga do
ultrassom para poder observar qual a influéncia do mesmo sobre a hidrdlise e a
atividade da lipase.

A Figura 21 apresenta a comparacdo da cinética com e sem a presenga
do ultrassom na hidrolise de dleo de soja para obtencdo do teor de AGL, € a
atividade relativa residual (%) das lipases apds cada tempo de reacdo. Ambas
as cinéticas foram realizadas na melhor condicdo encontrada no estudo acima,
sendo a razdo molar de 1:20 (6leo de soja: agua), 40 °C, Cg de 10 % Lipozyme
TL IM e poténcia ultrassdnica de 132 W, quando utilizado, fixado 300 rpm e
lavou-se o catalisador com alcool isopropilico (para recuperacao).
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Figura 23- Influéncia do ultrassom na cinética da hidrolise enzimética do 6leo de soja a
0 W (o) e 132 W () de poténcia ultrassbnica e na atividade relativa residual (%) da

lipase apds cada tempo de reac@o nas condi¢oes de poténcia ultrassonica de 0 W (A) e
132 W (»).
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Condicdes fixas de razdo molar 1:20, 40 °C, Cg¢ de 10 % Lipozyme TL IM, 300 rpm e
lavou-se o catalisador com alcool isopropilico (para recuperagdo).

Pode-se observar na Figura 21 que quando utilizou o ultrassom, o
maximo de teor de &cido graxo foi obtido em duas horas de reacéo, cerca de 60
% (m/m) e se manteve constante com algumas oscilagdes até o tempo maximo
estudado (24 h). Estas oscilagbes sdo devido a cinética ser destrutiva e,
dependendo da localizacdo do frasco da reacdo que esta exposto no banho de
ultrassom, podem ocorrer mudancas nas vibracdes fornecidas pelo ultrassom,
fato confirmado em testes anteriores e observado neste trabalho. Outra possivel
interacdo para essas oscilacbes no meio reacional é a presenca de agitacdo
mecanica, a qual esta presente devido o meio reacional ter elevada quantidade
de o6leo presente, cerca de 70 %, e somente 0 ultrassom ndo ser capaz de
homogeneizar o meio. Dependendo da localizago da haste, variacdo no teor de
AGL (%, m/m) também foi observada.

Para os testes sem a presenga do ultrassom obtiveram-se valores
préximos de 60 % (m/m) somente a partir de 16 h de reagdo, mostrando que o
ultrassom contribui para a obtencdo dos acidos graxos em um tempo muito
menor do que quando ndo utiliza-se 0 mesmo. Estes resultados foram similares
a trabalhos encontrados na literatura, como de Chen et al., (2000) que
realizaram a reacdo de hidrélise do 4,4-disubstituido-2-fenil-2-oxazolin-5-ina
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em uma solucdo alcalina sob sonicacdo, e mostraram que a reacdo pode ser
concluida em 15 minutos, enquanto que, sem ultrassom, para uma hidrélise
similar, sdo necessarias 24 horas de reacdo. Babicz et al. (2010) avaliaram a
hidrélise enziméatica em banho de ultrassom, utilizando diferentes lipases para
producdo de diacilglicerdis. Os autores relataram que, com frequéncia de 47
kHz e poténcia de 12 W, utilizando 1 % de enzima, a producdo de
diacilglicerois foi de 40 % com Lipozyme TL IM, 41 % com Lipozyme RM
IM e de 32 % utilizando Novozym 435. Os experimentos foram conduzidos em
pressdo atmosférica, temperatura de 55 °C e taxa de agitacdo de 700 rpm, por
90 minutos.

Da mesma forma, na Figura 21 constata-se que a maior velocidade
inicial de reacdo foi observada quando o ultrassom foi empregado. A
velocidade inicial de reacdo com e sem ultrassom foi de 95,48 h™ e 82,02 h™,
respectivamente. Acredita-se que a velocidade inicial da reacdo com ultrassom
foi maior, pois o ultrassom é reconhecidamente um agente que contribui para a
formagdo de particulas de emulsdo microscépicas, que aumentam a area
interfacial e, consequentemente, elevam as velocidades de reacdo. Pilarek e
Szewczyk (2007) relatam que, normalmente, as velocidades de reagéo elevadas
em sistemas de cavitacdo estdo associados com radicais livres, temperaturas
locais, pressdes elevadas e taxas de transferéncia de massa altas.

Quando se comparou a cinética na presenca do ultrassom e a atividade
relativa da lipase utilizada em cada tempo de reacdo (Figura 21), a atividade
hidrolitica inicial da lipase Lipozyme TL IM era de 761,38 U/g e quando,
submetida ao ultrassom, observou-se que ela manteve sua atividade relativa
residual (%) cerca de 50 % até o tempo estudado de 24 h. Para a cinética sem a
exposicdo ao ultrassom, a atividade relativa residual (%) apresentou
comportamento semelhante; quando utilizado o ultrassom cerca de 50 % de sua
atividade inicial. Resultados satisfatorios mostram que a enzima nao apresenta
desnaturagdo com o passar do tempo quando utilizado o ultrassom. Acredita-se
que a perda de atividade (50 %) ndo esteja relacionada ao quanto de
triacilglicerdis ela catalisou para converter em acido graxo, mas sim ao choque
de pH com o meio (contato da enzima com os substratos). Fato observado, pois
se mediu o pH inicial da reacdo na presenca da agua e o 6leo e constatou-se um
pH de 3,9, este relativamente acido para a enzima, apesar da lipase Lipozyme
TL IM se adaptar em uma faixa ampla de pH, este esta abaixo. Segundo Dong;
Wong; Chang (2010) as enzimas sofrem grande influéncia do pH, sendo que
biocatalisadores, em pH extremos, podem perder totalmente a atividade.
Porém, com variagfes mais brandas pode haver uma desnaturacdo parcial da
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enzima acarretando uma diminuicdo na atividade enzimética. O catalisador
reutilizado na reacdo propicia o maior aproveitamento do catalisador, por este
motivo resolveu-se testar a reutilizagéo da lipase.

Na Figura 22 estdo apresentados os resultados da reutilizacdo da lipase
Lipozyme TL IM, expressa em teor de AGL (%, m/m) e sua atividade relativa
residual apés a cada reacdo, com e sem a presenca de ultrassom. Os
catalisadores reutilizado foram recuperados da cinética que estad expressa na
Figura 21. Apos as reacdes de hidrdlise separou-se a lipase e mediu-se sua
atividade apo6s. A lipase recuperada foi armazenada e reutilizada. Misturaram-
se todas as lipases da cinética apresentada na Figura 22 (como apresentaram
praticamente a mesma atividade). Mediu-se novamente a atividade hidrolitica
(359,50 U/g) e utilizou-se para a reutilizagdo nas condi¢des de razdo molar
(6leo: agua) 1:20, Ce del0 % (relacdo ao total do substrato), 40 °C, poténcia
ultrassdnica de 132 W, 300 rpm e uso do alcool isopropilico para recuperacéo
do catalisador Lipozyme TL IM .

Figura 24 — Reutilizacdo do catalisador enzimético Lipozyme TL IM na hidrdlise
enzimatica de 6leo de soja (#) e a atividade relativa residual (%) (A).
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Condigdes de razdo molar (6leo soja: agua) 1:20, Cg de 10 % (relagdo ao total do
substrato), 40 °C, poténcia ultrassénica de 132 W, 300 rpm e uso do alcool isopropilico
para recuperacéo do catalisador.

De acordo com a Figura 22 observa-se que ap6s 4 h, o teor de AGL se
manteve estavel com o tempo ndo ultrapassando de 60 % (m/m), o qual
encontrou 0 mesmo valor na primeira reacao realizada com a enzima. Para a
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atividade relativa residual da lipase, a mesma foi diminuindo com o tempo
devido a enzima ja ter sido utilizada e, por ser recuperada, acredita-se que
danifique seu suporte ficando mais sensivel ao pH mais acido e maior tempo de
exposicdo. S&o poucos os trabalhos relatados na literatura que realizam a
recuperacao e reutilizacdo do catalisador em reacGes de hidrolise enzimatica,
fato este mais comum em reacOes de transesterificagdo e esterificagéo.

Rodrigues e Ayub (2011) realizaram hidrolise de 6leo de soja e
recuperaram a lipase (mistura Lipozyme TL e RM) com auxilio de n-hexano e
sem lavagem com solvente e constataram que, quando se lavou a lipase com n-
hexano pode-se reutiliza-la por 10 bateladas, ja a lipase que ndo foi lavada
notou-se que pode ser utilizada em trés ciclos. Os autores sugerem que 0
tratamento de lavagem pode ser realizado de trés em trés bateladas.

Zhao et al. (2013), a fim de investigar a estabilidade da lipase
(Aspergillus niger) imobilizada em resina macroporosa D3520 para a producao
de biodiesel, a lipase para catalisar varios bateladas de transesterificacdo. A
lipase apresentou, relativamente, boa estabilidade num sistema com terc-
butanol. Depois de reciclagem por 20 bateladas, o rendimento em biodiesel
diminui somente cerca de 15 % quando o tempo de reacdo foi de 16 h.

Batistella et al. (2012) realizaram a recuperacdo da lipase Lipozyme TL
IM da reacdo de transesterificacdo e observaram que até o segundo ciclo, tanto
a atividade quanto a conversao a ésteres etilicos se mantiveram estaveis até o
segundo ciclo, apds diminuiu cerca de 30 % da atividade e conversao, e ap6s 0
terceiro ciclo diminuiu significativamente até chegar ao sexto ciclo zerando a
atividade e converséo.

Michelin et al. (2015) recuperara lipase Novozym 435 na reagdo de
transesterificacdo de 6leo de macauba assistida por ultrassom com auxilio de n-
hexano na lavagem da lipase. A atividade enzimética apresentou diminuicéo
semelhante na producdo dos ésteres etilicos, sendo que sua reutilizagdo s6 é
vantajosa até 5 ciclos.

Em um estudo realizado por Yu et al. (2010), p6de-se observar que o
uso de solvente organico ajudou a manter a atividade enzimatica durante cinco
ciclos. Uma queda de 4% na atividade da enzima foi observada ap6s cinco
usos. Segundo os autores, as reacdes foram realizadas com alcool terc-amilico
(4 mL), 6leo de soja (4 mmol), metanol (24 mmol), poténcia ultrassdnica de 50
% (500 W e frequéncia de irradiagdo de 40 kHz), enzima Novozym 435 (6 %
baseado em massa de 6leo), teor de agua de 0,5 %, temperatura de 40 °C e
vibrago de 50 rpm sob irradiacdo ultrassdnica em 2 horas. Cabe mencionar
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gue os autores apresentam apenas resultados em termos de atividade
enzimatica, e ndo em termos de conversdo do processo.

Para o teste onde ocorreu a recuperagdo e reutilizacdo do solvente
(alcool isopropilico) de lavagem da lipase, notou-se que esta etapa nao
interferiu nem no teor de AGL e nem na atividade da lipase, podendo ser
utilizado em varios ciclos 0 mesmo solvente.

Poucos pesquisadores direcionam suas atividades para catélise
enzimatica assistida por ultrassom e, subsequentemente, para avaliar o
comportamento da atividade da enzima, a estabilidade e otimizacdo de
variaveis operacionais. No entanto, apenas alguns relatos na literatura de
estudos atuais sobre as mudancas de conformacgdo com a estrutura e sitio ativo
da enzima. Isso é fundamental para compreender o verdadeiro mecanismo de
acdo do ultrassom em lipase que deve ser mais explorado. Todos esses esforgos
se justificam pela grande versatilidade do uso do ultrassom (Lerin et al., 2014).

5.1.5 Efeito da razdo molar (AGVS: etanol) na esterificacéo do acido graxo
vegetal em modo continuo em ultrassom

Com o intuito de chegar a uma condicdo 6tima para o dleo de soja e a
partir desta, aplicar para o 6leo de fritura adquirido de restaurantes locais, na
Tabela 11 esta apresentado o perfil de acidos graxos presente no 6leo de fritura
utilizado neste trabalho. Esta analise foi realizada no Laboratério de Grasas y
Aceites da Faculdade de Quimica da Universidade de La Republica
(UDELAR) no Uruguai.

Tabela 11 - Perfil de &cidos graxos constituintes do dleo de fritura.

Acido graxo Nomenclatura  Teor de acidos graxos
(%, m/m)
C16:0 Palmitico 11,5
Cil6:1 Palmitoleico 0,1
C18:0 Esteérico 39
C18:1 Oleico 25,6
C18:2 Linoleico 52,1
C18:3 Linolénico 4,7
C20:0 Araquidbnico 0,7

Total 98,6
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Como pode-se observar através da andlise apresentada na Tabela 11, o
perfil de 4cidos graxos constituintes do Oleo de fritura utilizado é muito
semelhante ao do 6leo de soja apresentado na Tabela 1 deste trabalho.

O 6leo de fritura apresentou um Indice de acidez inicial de 1,26 mg
KOH/g mais elevado, se compararmos com o indice de acidez inicial do 6leo
de soja (0,29 mg KOH/g) utilizado neste trabalho. Os &acidos graxos sao
constituintes dos 6leos e gorduras na forma de mono, di e triacilglicerdis, uma
grande quantidade de &cidos graxos livres indica que o produto esta em
acelerado grau de deterioracdo. Um elevado indice de acidez indica, portanto,
que o 6leo ou gordura estd sofrendo hidrélises em sua cadeia, liberando seus
constituintes principais, os acidos graxos (ALVES et al., 2009). Fato este que
acontece com o0 0Oleo de fritura, aumenta 0 grau de deterioracdo através de
diferentes fendmenos, aumentando sua acidez que neste caso, naturalmente, ja
estdo sendo liberados os constituintes principais: os acidos graxos, o que é
positivo para a hidrolise.

A partir das condicfes otimizadas para a hidrélise do 6leo de soja em
sistema de ultrassom, as mesmas condicdes (razdo molar (6leo; agua) 1:20, Ce
de 10 % (relacdo ao total do substrato), 2 h de reacdo, 40 °C, poténcia
ultrassdnica de 132 W, 300 rpm e uso do alcool isopropilico para recuperacédo
da enzima) foram testadas para o 6leo de fritura, onde, apds a hidrolise obteve-
se um teor de acido graxo de fritura em torno de 60,68 % (m/m). Este resultado
foi promissor, mostrando que estas condicdes se adequaram para Oleos
reciclados, diminuindo gastos de processo e podendo reutilizar os 6leos dando
destinos adequados para 0s mesmaos.

Através de uma importante varredura na literatura cientifica, observa-se
uma caréncia de trabalhos sobre hidrolise enzimatica em sistema de ultrassom.
Este trabalho demonstra uma importante contribuicdo devido aos diferenciais
estudados quando comparado com outros trabalhos. Este diferencial se destaca
por utilizar temperaturas amenas (40 °C), ndo utilizar emulsificantes, pois em
escala industrial, a hidrolise de 6leos e gorduras realizada sem a adicdo de
agentes emulsificantes é economicamente mais atrativa, porque reduz os custos
do processo e permite a facil separacdo do produto de interesse (concentrados
de &cidos graxos) (Avelar et al., 2013); e o ultrassom, considerado como uma
“tecnologia verde”; utilizar agita¢do mecéanica moderada, ndo danificando a
enzima e tornando o meio mais homogéneo; nao utilizar solventes organicos
(somente na lavagem e separacdo do catalisador enzimatico podendo ser
reutilizado); utilizar catalisador enzimatico imobilizado facilitando a remocéo
do catalisador, permitindo o seu reuso. Um importante resultado é a obtencéo
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do mesmo teor de acidos graxos quando hidrolisou o 6leo de fritura, através
das condi¢Bes otimizadas do 6leo de soja, pois, atualmente, a reciclagem de
6leos de fritura de um modo geral, vem se mostrando cada vez mais necessaria
e vantajosa no setor empresarial, seja pelas razGes econdmicas, seja pelas
ambientais.

5.2 ESTERIFICACAO ENZIMATICA EM MODO CONTINUO

A producgdo de ésteres etilicos pode ser realizada em modo batelada e
modo continuo. No modo batelada, as fases de reacdo e separagcdo séo
geralmente efetuadas no mesmo tanque, de modo que requer um maior volume
do reator e tempos de reacdo e separacdo mais longos (THANH et al., 2010). O
processo continuo proporciona um menor custo de producdo, a qualidade do
produto € uniforme, facilita o controle do processo e proporciona a
possibilidade de diminuicdo do volume do reator, e 0 tempo de retencéo
necessario para atingir conversbes desejadas também é reduzido
(VELJKOVI'C et al., 2012). Diante deste fato, abaixo estdo apresentados os
resultados obtidos nos testes da segunda etapa do trabalho, a esterificacdo
enzimatica em modo continuo, utilizando ultrassom. Nesta etapa, foi utilizado
0 &cido graxo vegetal comercial (AGVS) como substrato, visando obter as
condi¢des otimizadas de esterificagdo e ap6s aplicar estas condigdes para 0s
hidrolisados provindos da etapa de hidrdlise, possibilitando a integracdo das
etapas, através da consecuc¢do do processo conhecido como hidroesterificacéo.

5.2.1 Selecao do catalisador enzimético com potencial para a reagdo de
esterificacéo

Em um primeiro momento realizou-se um screening de lipases para
definir o catalisador a ser utilizado nesta etapa. Os resultados obtidos para
atividade de esterificacdo das lipases comerciais testadas a 65 °C estdo
apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Atividade de esterificacdo das lipases testadas.

Catalisador enzimético Atividade U/g
Novozym 435 IM 47 + 0,06
Lipozyme RM IM 39+0,26
Lipozyme TL IM 50+1,31

Os valores sdo média de triplicata + desvio padrdo; IM= imobilizado.
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Como pode-se observar na Tabela 12 o catalisador enzimatico Novozym
435 e Lipozyme TL IM apresentaram atividades semelhantes. Os dois
catalisadores foram testados, em um primeiro momento a Novozym 435 e ap6s
a substituicdo para Lipozyme TL IM.

5.2.2 Efeito da razdo molar (AGVS: etanol) na esterificagdo do acido graxo
vegetal em modo continuo em ultrassom

A escolha em usar o alcool etilico e ndo testar o alcool metilico veio da
experiéncia obtida por Santin (2013), a qual faz parte de nosso grupo de
pesquisa, onde a esterificacdo do mesmo &cido graxo foi testada avaliando a
potencialidade do uso do etanol e metanol como substrato. O autor observou
gue o etanol apresenta vantagens sobre o metanol. Marciniuk et al. (2007)
simularam a reacéo de esterificagdo do &cido oleico com metanol e etanol. Os
autores observaram que a reacdo com etanol é endotérmica e, desta forma, a
conversdo de equilibrio aumenta com o aumento de temperatura. J& a reacao
com metanol é exotérmica, apresentando comportamento oposto.

Na Figura 23 encontram-se os resultados expressos em termos de
conversdo do AGVS em ésteres etilicos através da esterificagdo em modo
continuo na presenga do ultrassom, nas condic8es poténcia ultrassonica de 132
W, 65 °C, vazdo de alimentacdo do substrato de 2,5 mL/min, catalisador
Novozym 435 e tempo de residéncia de 7 min, para duas razbes molares
(AGVS:etanol), 1:3 e 1:6.
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Figura 25 - Efeito da raz8o molar sobre a conversdo dos AGVS em ésteres etilicos
através da esterificagdo enziméatica em modo continuo na presenca do banho de
ultrassom com a Novozym 435.
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Razdo molar AGVS e etanol 1:3 (¢) e 1:6 (A), vazdo de alimenta¢do de substrato 2,5
mL/min, 65 °C, poténcia ultrassdnica de 132 W e tempo de residéncia de 7 min.

Com base na Figura 23 verifica-se que os melhores resultados foram
obtidos quando se utilizou a razdo molar 1:6 sendo que a partir de 7 min de
reacdo obtiveram-se em torno 93 a 95 % de conversdo em ésteres etilicos se
mantendo constante ao longo dos 60 min estudados. Para a razdo molar 1:3 em
7 min de reacdo conversbes de 90,98 % foram obtidas, seguidas de uma
pequena queda, diminuindo para 87,34 % em 36 min. Para a cinética com
razdo molar 1:3 coletamos 0s pontos somente até o tempo de 36 min devido a
um problema no reator, ocorrendo vazamentos. Este resultado é comum
guando se adiciona excesso de alcool em uma reagdo de esterificacdo, pois
como se sabe através da estequiometria, para cada 1 mol de AGL, precisamos 1
mol de alcool para produzir 3 mols de ésteres mais 1 mol de dgua. Quando
utilizado em excesso, o &lcool tende a deslocar a reacdo no sentido da
formag&o dos produtos. Conforme Patel et al. (2013), a reacdo de esterificagdo
é uma reacao de equilibrio limitado. Visando transpor a limitacdo de equilibrio,
a esterificacdo de acidos graxos livres geralmente é realizada utilizando o
alcool em excesso, a fim de favorecer a reagéo.

Hanh et al. (2009) estudaram a producdo de ésteres etilicos de acido
graxo a partir de acido oleico com alcodis de cadeia curta (etanol, propanol e
butanol) sob irradiacéo ultrassonica e verificaram que a condicdo ideal para o
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processo de esterificagdo foi para a razdo molar de &lcool para acido oleico de
3:1 com 5 % em massa do catalisador H,SO4 a 60 °C com um tempo de
irradiacdo de 2 h. A partir desses resultados, os autores concluiram que para a
esterificacdo de &cido oleico, o tempo para alcancar a méaxima converséo a
ésteres etilicos é muito maior do que aqueles necessarios para a
transesterificacdo da trioleina, e a conversdo maxima & ésteres etilicos é menor
do que aquela obtida a transesterificacdo de trioleina sob irradiacdo
ultrassénica.

A partir dos resultados apresentados para a razdo molar 1:6
(AGVS:etanol), que conduziu a melhor conversdo em ésteres etilicos (Figura
23), esta condicdo foi escolhida para o proximo teste, onde foi avaliada a
influéncia do ultrassom sobre a reagdo de esterificacdo dos AGVS para
producdo de ésteres etilicos em modo continuo. Neste teste realizou-se uma
cinética onde se fixou a razdo molar 1:6 (AGVS:etanol), 65 °C, vazdo de
alimentac8o do substrato de 2,5 mL/min, catalisador enzimatico Novozym 435
e tempo de residéncia de 7 min, com e sem a poténcia do ultrassom de 132 W.
Os resultados sdo apresentados na Figura 24.

Figura 26 - Efeito do ultrassom sobre a conversdo dos AGVS em ésteres etilicos
atraves da esterificacdo enziméatica em modo continuo com a Novozym 435.
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Condigdes: Razéo molar (AGVS: etanol) 1.6, vazdo de alimentacdo de substrato 2,5
mL/min, 65 °C, poténcia ultrassénica de 0 W (=) e 132 W (o), tempo de residéncia de 7
min.
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De acordo com a Figura 24, é possivel constatar que a poténcia
ultrassdnica ndo apresentou influéncia em relagdo a conversao em ésteres na
esterificacdo do AGVS. Fato este também observado no trabalho de Santin
(2013) onde foi estudado o efeito da poténcia ultrassonica sobre a producao de
biodiesel por meio da reacdo de esterificacdo enzimatica em modo continuo em
banho de ultrassom na razdo molar (carga acida:etanol) 1:3, vazdo de
alimentacdo de substrato 0,5 mL/min, 65 °C, poténcia ultrassonica de 0 e 154
W. O autor observou que a poténcia ultrassbnica ndo exerceu nenhuma
influéncia sobre a reacdo de esterificagdo e a atividade enzimatica ao final da
reacdo para a reacdo realizada a 154 W foi de 45,85 U/g e para a reagdo
realizada a 0 W foi de 45,80 U/g, comprovando também que a utilizacdo do
ultrassom ndo interfere na atividade enzimatica.

Com base nos resultados com o uso do ultrassom, resolveu-se estudar o
efeito da vazdo de alimentacdo do substrato, variando em 2,5 e 5 mL/min,
fixando a razdo molar 1:6 (AGVS:etanol), poténcia ultrassénica de 132 W, 65
°C e catalisador enzimatico Novozym 435. Os resultados sdo apresentados na
Figura 25. Este teste foi realizado para verificar se aumentando a vazdo de
alimentagdo um aumento na conversdo em ésteres etilicos seria observado.

Figura 27 - Efeito da vaz&o de alimentacdo dos substratos na conversdo do AGVS em
ésteres etilicos através da esterificagdo em modo continuo com Novozym 435.
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CondigOes fixas:razdo molar (AGVS: etanol) 1.6, 65 °C, poténcia ultrassbnica de
132W, tempo de residéncia de 7 min para vazdo de alimentacdo de substrato 2,5
mL/min (A) e 3 min para vaz&o de alimentagdo de 5 mL/min (e).
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De acordo com a Figura 25 pode-se constatar que o aumento da vazéo
de alimentacdo diminuiu a conversdo, apresentando em torno de 86 % em
ésteres etilicos, se mantendo estavel no tempo estudado. Isto deve ter ocorrido
pela diminuicdo do tempo de contato do substrato com o catalisador. Da
mesma forma, quando a vazdo de alimentacdo de 2,5 mL/ min foi utilizada,
aumentou-se 0 tempo de contato substrato/enzima, conduzindo a conversdes
mais elevadas, da ordem de 95 % em ésteres etilicos, mantendo-se estavel ao
longo do tempo estudado (58 min). Conforme Trentin (2010), ao aumentar o
fluxo volumétrico de alimentacdo dos reagentes, a conversdo pode ser
reduzida, fato atribuido ao menor tempo de residéncia. O autor realizou a
esterificacdo de acidos graxos de soja comerciais com a lipase Novozym 435
em reator continuo com vazdo de alimentacdo de 2,5 mL/min, razdo molar
(AGVS:etanol) de 1:6, 65 °C e poténcia ultrassonica de 61,6 W e obteve cerca
de 97,86 % em 6 minutos de reacdo e de 96,97 % em 72 minutos,
comportamento semelhante ao obtido neste trabalho.

Com o intuito de testar um catalisador de menor custo resolveu-se
realizar uma avaliacdo cinética utilizando o catalisador enzimatico Lipozyme
TL IM nas condicBes de vazdo de alimentagdo de substrato 2,5 mL/min, 65 °C,
tempo de residéncia de 7 min, poténcia ultrassbnica de 132 W, em razfes
molares (AGVS:etanol) de 1:3 e 1:6. Os resultados estdo apresentados na
Figura 26.
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Figura 28 - Efeito da razdo molar sobre a conversdo do AGVS em ésteres etilicos
atraves da esterificacdo enziméatica em modo continuo utilizando-se Lipozyme TL IM.
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Condices fixas de 65 °C, poténcia ultrassonica de 132 W, vazdo de alimentacdo de
substrato 2,5 mL/min, tempo de residéncia de 7 min, variando a razdo molar (AGVS:
etanol) 1:3 (#) e 1:6 (0).

Pode-se observar na Figura 26 que a razdo molar 1.6 apresentou
conversdes em torno de 53 % em 7 min de reagdo e se manteve estavel durante
0 tempo estudado. Ja a razdo molar 1:3 apresentou comportamento com leve
diminuigdo da conversdo com o tempo, iniciando com conversdes em torno de
56 % e diminuindo até cerca de 46 % no tempo final estudado (168 min). Estes
resultados foram considerados ndo satisfatorios, comparados com os obtidos
com a Novozym 435.

Quando testou-se o catalisador enzimatico Lipozyme TL IM, testou-se
com temperatura de 65 °C. Como a temperatura 6tima desta lipase varia de 30
a 70 °C, uma avaliacdo cinética a 40 °C foi também realizada. Na Figura 27
encontram-se os resultados da cinética utilizando-se a lipase Lipozyme TL IM
nas condi¢cbes de vazdo de alimentagdo de substrato 2,5 mL/min, 40 °C,
poténcia ultrassdnica de 132 W, tempo de residéncia de 7 min e razdo molar
(AGVS:etanol) 1:3 e 1:6.
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Figura 29 - Efeito da razdo molar sobre a conversdo do AGVS em ésteres etilicos
através da esterificagdo enziméatica em modo continuo utilizando-se a Lipozyme TL
IM.
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mL/min, tempo de residéncia de 7 min, 40 °C, poténcia ultrassonica de 132 W.

Pode-se observar através dos resultados expressos na Figura 27, que,
guando a Lipozyme TL IM foi utilizada como catalisador, a 40 °C, razdo molar
1:6, apresentando conversGes em torno de 50 % em 7 min de reacdo, se
mantendo estavel no decorrer do tempo, ja a razdo molar 1:3 apresentou um
comportamento um pouco diferente, com conversdo inicial em torno de 37 %,
diminuindo com o tempo, chegando a 23 % em 140 min de reacao.

De um modo geral, ao se comparar estas mesmas condi¢Oes testadas
para a Lipozyme TL IM (Figura 27) com a Novozym 435 (Figura 25),
compiladas na Figura 28, pode-se concluir que a diferenca em termos de
conversao é grande.
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Figura 30 - Cinética enzimatica de esterificacdo enzimatica comparando o0s
catalisadores enzimaticos Lipozyme TL IM (=) e Novozym 435 (A) na conversao do
AGVS em ésteres etilicos na melhor condi¢&o encontrada neste estudo.
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CondicOes de razdo molar (AGVS: etanol) 1:6, vazdo de alimentacdo de 2,5 mL/min,
tempo de residéncia de 7 min, 65 °C, poténcia ultrassdnica de 132 W.

Tendo como base estes resultados, os quais evidentemente a Novozym
435 apresentou maior afinidade pelo substrato e maior potencial de
esterificacdo para a conversdo do AGVS em ésteres etilicos em reator
continuo, foram definidas estas condicfes e esta lipase para utilizar na etapa
subsequente deste trabalho, a integracdo dos processos de hidrélise e
esterificacdo enzimatica.

Kelkar et al. (2008) realizaram reacdo de esterificacdo com um
catalisador acido de (C8-C10), com metanol em condicGes de reacdo 6timas, e
reportaram niveis de conversdao de 98 % em 75 min. Com o acréscimo da
proporcdo molar (alcool/6leo) de 5/1 a 10/1, o rendimento foi aumentado de
cerca de 91 % em 3 horas para cerca de 98 % em 2 h.

Vérios métodos diferentes de desenvolvimento de biodiesel, reduzindo
0s custos de producdo, estdo sendo atualmente investigados, tal como a
otimizacdo dos fatores de processo, utilizando métodos estatisticos, 0
desenvolvimento de modelos cinéticos de processos, o ultrassom aplicado a
reacdo de transesterificacdo, a utilizacdo do processo continuo e a concepcéao
de novos tipos de reatores ultrassénicos. Uma atencdo especial deve ser dada
para a utilizagdo de novos tipos de reatores ultrassénicos com um melhor
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desempenho do que os atualmente utilizados. Uma combinagdo entre o
ultrassom e reatores de fluxo continuo é um caminho promissor. Espera-se que
o futuro dos reatores ultrassdnicos encontre-se no desenho de reatores com
maltiplas frequéncias e transdutores baseados em funcionamento de forma
continua. Por certo, mais estudos sobre a ligacdo do reator com as
caracteristicas dindmica de bolhas, a cavitacdo, a reologia da mistura de reacao
em diferentes aplicacdes de escala sdo necessarios (VELIKOVI'C et al., 2012).

5.3 INTEGRACAO DAS DUAS ETAPAS: HIDROESTERIFICACAO

Nesta secdo, estdo expostos 0s resultados da integracdo das duas etapas
do trabalho. A primeira etapa, a hidrélise enzimatica em modo bateada, para a
producdo dos hidrolisados, e a etapa de esterificacdo enzimatica operado em
sistema continuo, para a esterificacdo dos 4acidos graxos. As condices
definidas anteriormente utilizadas nas duas etapas foram:

Hidrdlise enzimatica em modo batelada: 40 °C; razdo molar (6leo soja
ou fritura:dgua) 1:20, Cg de 10% Lipozyme TL IM (em relacdo a massa total
de substratos); poténcia ultrassonica de 132 W, 2 h de reacdo e 300 rpm.

Esterificacdo enzimética em modo continuo: 65 °C; razdo molar
(hidrolisado de soja ou fritura:etanol) 1:6; poténcia ultrassénica 132 W e vazdo
de alimentacdo de substrato de 2,5 mL/min e catalisador enzimatico Novozym
435.

5.3.1 Hidroesterificagdo enzimética de 6leo de soja e 6leo de fritura

Primeiramente, realizou-se a hidroesterificacdo enzimética de 6leo de
soja, nas condigdes citadas acima, onde o hidrolisado de 6leo de soja produzido
apresentou um indice de acidez de 120 mg KOH/g. A quantificacdo do
produtos e subprodutos formados estdo apresentados na Tabela 13. Hidrolisado
foi utilizado como substrato para a esterificagdo, como mostra a Figura 29.
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Figura 31 — Esterificacdo enzimética do hidrolisado de soja em reator continuo
utilizando o ultrassom.
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CondicOes de temperatura de 65 °C; razdo molar (AGL de soja: etanol) 1:6; poténcia
ultrassnica 132 W, tempo de residéncia de 7 min e vazédo de alimentag8o de substrato
de 2,5 mL/min. Hidrolise enziméatica em modo batelada para produgéo do hidrolisado
de soja: 40 °C; razdo molar (6leo de soja:agua) 1:20; Cg de 10 % (relagdo a massa
total); poténcia ultrassdnica 132 W e 300 rpm.

A partir da Figura 29 pode-se observar que a esterificacdo do
hidrolisado de soja obtido na etapa de hidrdlise apresentou conversées em
ésteres etilicos em torno de 82,85 % em apenas 7 min de reagdo e em 28 min
apresentou 93,46 %, se mantendo constante ao longo do tempo de reacéo (70
min). Este teste foi realizado para uma avaliacdo prévia do comportamento do
sistema reacional.

Como o intuito principal era hidroesterificar o éleo de fritura, realizou-
se a hidrolise do mesmo nas condicdes definidas para a etapa de hidrélise
enzimatica em batelada, obtendo o hidrolisado com um I.A de 122 mg KOH/g
e dos resultados das analises de quantificagdo dos produtos e subprodutos
formados estdo apresentados na Tabela 14. Posteriormente, esterificou-se o
hidrolisado com etanol para a obtencéo dos ésteres etilicos. A Figura 30 mostra
o efeito do ultrassom sobre a esterificacdo enzimatica do hidrolisado de fritura
em reator continuo e a comparacao dos dois métodos de analise de ésteres (CG
e titulacdo).
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Figura 32 — Efeito da poténcia do ultrassom sobre a conversdo em ésteres etilicos
comparando-se a quantificacdo por titulacio a 0 W (e) e 132 W (*) de poténcia
ultrassbnica e a técnica EN 14103 (CG) a 0 W (0) e 132 W (o) de poténcia ultrassonica
na esterificacdo enzimatica do hidrolisado de fritura.
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Condigdes de Esterificagdo enzimatica em modo continuo: 65 °C; razdo molar
(hidrolisado: etanol) 1:6, vazdo de alimentacdo de substrato de 2,5 mL/min, tempo de
residéncia de 9 min e catalisador enziméatico Novozym 435 IM. Hidrdlise enzimética
em modo batelada para obtencdo do hidrolisado de fritura: 40 °C; razdo molar (6leo
de fritura:dgua) 1:20; C¢ de 10 % Lipozyme TL IM (relacdo & massa total); poténcia
ultrassdnica de 132 W e 300 rpm.

Pode-se observar na Figura 30 que a poténcia do ultrassom nao
exerceu nenhuma influéncia na obtencdo dos ésteres etilicos. O fato observado
neste trabalho onde o ultrassom ndo apresentou contribui¢des para conversdo
em ésteres também foi observado por Xiao et al. (2005), avaliando a producao
de éster de aglcar através de reacdo catalisada por lipase em diferentes
solventes, empregando energia ultrassdnica e “shaker” e ndo observaram
aumento na conversdo em éster quando acetonitrila foi empregada como
solvente. Rufino et al. (2010) avaliaram o efeito do ultrassom na produtividade
de ésteres de xilitol via esterificacdo catalisada por diferentes lipases, e
observaram que para alguns catalisadores o ultrassom ndo contribuiu para o
aumento das conversdes. J& o trabalho de Wang et al. (2015) o ultrassom
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contribuiu para a reducdo do tempo reacional e aumento da velocidade da
reacao, mas nao para aumento da conversao.

Lee et al. (2011) estudaram os efeitos das ondas ultrassdnicas sobre o
processo de producdo de biodiesel a partir de dleo vegetal e verificaram que 0
ultrassom apresentou efeitos sobre 0 aquecimento e mistura dos reagentes. Os
autores concluiram que o rendimento de biodiesel aumentou com o aumento da
energia ultrassdnica de 150-450 W.

Do mesmo modo, na Figura 30, sdo apresentados os resultados em
conversao em ésteres etilicos, onde pode-se notar que quando a reacdo exposta
a uma poténcia de 132 W em 9 min tem-se uma conversdo de 79,33 % e
durante o curso da reacdo, a conversdo em ésteres etilicos diminuiu ficando em
torno de 51,87 % em 171 min de reacdo. Para cinética sem poténcia
ultrassdnica notou-se que em 9 min de reacdo obteve-se em torno de 75,19 %
de ésteres etilicos, diminuindo para 66,44 % em 171 min.

Em relacdo a comparagdo dos métodos analiticos, as analises de
conversdao foram realizadas através do método de titulagdo, mas, para
comprovar a eficiéncia do método adotado realizou-se a analise comparativa
em cromatografo gasoso (GC) (Shimadzu 2010). Conforme mostra a Figura
30, pode-se observar que os dois métodos tiveram uma boa reprodutibilidade,
confirmando que o método de titulacdo pode ser utilizado para a andlise de
ésteres etilicos. Estes resultados foram semelhantes ao obtido por Santin
(2013).

S80 poucos os trabalhos encontrados na literatura que utilizam o
processo de hidroesterificagdo de 6leos. O trabalho de Aguieiras et al. (2014)
foi o Unico encontrado até o momento relatando a hidroesterificacdo
(enzima/enzima) de dleo &cido de macauba para producdo de biodiesel. Os
ésteres etilicos foram produzidos pela hidrdlise de 6leo vegetal utilizando
enzima Ricena nos communs L. obtido a partir de sementes de ricino dormentes
nas condicOes de hidrélise de 30 °C, 1 atm, 50 % (v/v) 6leo e tampédo acetato
0,1 mol L? pH 4 , seguidos por esterificacdo dos acidos graxos livres
libertados (AGL) com etanol catalisadas por fermentado seco da lipase de
Rhizomucor miehei. A hidrdlise catalisada por enzima vegetal produziu 99,6 %
de AGL apds 6 h sem solvente organico e emulsificante. Para a reacdo de
esterificacdo, o melhor resultado foi obtido com uma mistura de etanol:AGL na
razdo molar de 2: 1 e 15,1 L de sélido seco por g de AGL a 40 °C, o que
proporcionou 91 % de conversdo ap6s 8 h em um sistema livre de solvente.

Soares et al. (2013) produziram biodiesel a partir de 6leo acido de borra
de soja por hidrélise em &gua supercritica sem utilizagdo de catalisador nas
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condi¢des de hidrdlise de 250 °C, 60 atm, 6leo acido (1:1v/v) e esterificacao
através do solido fermentado de Burkholderia cepacia LTEB11 na temperatura
de 50 °C, 1 atm, AGL e etanol (1:3) em reator leito empacotado. Para a reacdo
de hidrdlise, o melhor resultado foi 95 % de AGL em 1 h de reacdo, ja a
esterificacdo apresentou conversdo em ésteres de 93 %.

Trabalhos de Cavalcanti et al. (2011) mostraram o processo de producéo
de biodiesel por hidroesterificacdo (enzima/quimica), onde o primeiro passo
consistiu na hidrolise do triacilglicerdis catalisada por lipase de Thermomyces
lanuginosus (TL 100L) para gerar os acidos graxos livres (AGL). Este passo
foi seguido por esterificacdo dos AGL com alcool, catalisada por acido niébico
em pelets e também na auséncia de catalisador. O melhor resultado para a
hidrolise catalisada por enzima foi obtida sob condicbes de reacdo de 50 %
(v/v) de oleo de soja e 2,3 % (v/v) de lipase (25 U/mL de meio de reacdo) em
agua destilada e de 60 °C. Uma conversdo de 89 % de AGL foi obtida apos 48
horas de reacdo. Para a reacdo de esterificacdo, o melhor resultado de
AGL:metanol nas condicGes de razdo molar 1:3, catalisado por acido nidbio a
uma concentracdo de 20 % (m/m AGL), e 200 °C, o que proporcionou 92 % de
conversao para os ésteres metilicos de soja apés 1 hora de reagdo. De Souza et
al. (2010) também estudaram a hidroesterificacdo (enzima/quimica),
empregando como catalisadores a lipase de sementes germinadas de Jatropha
curcas e acido niébico em pelets, e também obtiveram altas conversoes.

Talukder et al. (2010) estudaram o processo de hidroesterificacdo
(enzima/quimica) utilizando lipase de Candida rugosa como catalisador no
reacdo de hidrélise e o catalisador quimico Amberlyst 15 (resina de troca
ibnica acida sulfonados de estireno-divinilbenzeno) para reacdo de
esterificacdo, e obtiveram conversdes completas na hidrélise enzimatica e
esterificacdo quimica.

Gomes (2009) realizou hidroesterificacdo de 6leo residual da inddstria
pesqueira. Na etapa de hidrdlise, acidos graxos livres foram obtidos por duas
vias: hidrdlise quimica e hidrdlise enzimatica. Na hidrélise quimica, o dleo
residual de industria pesqueira (contendo 25 % de dgua em sua composi¢éo)
foi adicionado ao reator a 300 °C e 500 rpm, por 1 hora. A hidrélise enzimatica
foi realizada pela enzima de Penicillium simplicissimum (produzida pelo autor
por fermentacdo estado so6lido), durante 48 horas, a 45 °C. Ap6s 1 hora a 300
°C, a hidrolise quimica resultou em 93 % de conversdao em acidos graxos e
apos 48 horas a 45 °C, a hidrolise enzimatica resultou em 81 % de conversédo.
A esterificagdo do 4cido graxo obtido por via enzimética foi realizada sob a
condi¢do de 200 °C, em 15 % de concentragdo de catalisador (&cido nidbico) e
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razdo molar de metanol/acido graxo de 3,0, atingindo uma conversdo maxima
de 56,57 %. Nesta reacdo de esterificacdo, os efeitos da razdo molar
metanol/acido graxo (1,2; 2,1; e 3), da temperatura (150, 175 e 200 °C) e da
concentracdo de catalisador (5, 10 e 15 %) sobre a conversdo e a taxa inicial da
reacao, foram avaliados, atingindo, em condi¢Ges maximizadas, uma conversao
maximo de 92 %.

Minami e Saka (2006) estudaram um catalisador por hidroesterificacdo
para processo de obtencdo de biodiesel, envolvendo uma hidroélise subcritica e
uma esterificacdo supercritico com metanol, e obtiveram taxas de converséo
superior a 90 % nas duas etapas (ambos conduzidos a uma temperatura de 270
°C e uma pressao de 20 MPa).

Acredita-se que o0 motivo do Oleo de fritura ndo ter o mesmo
comportamento linear da hidroesterificacdo do 6leo de soja, seja devido a
alguns residuos, impurezas e até mesmo o 6leo de fritura ser exposto a altas
temperaturas degradando-o e formando compostos indesejados, prejudicando o
contato com a enzima.

A qualidade da matéria-prima a ser utilizada pode interferir na qualidade
do produto. Oleos residuais (6leo de fritura) normalmente apresentam elevados
teores de acidos graxos livres, logo, isto ira requerer inicialmente uma reacao
de esterificacdo e em seguida a reacdo de transesterificacdo (RABU,
JANAJREH, HONNERY, 2013), mas quando se utiliza a técnica de
hidroesterificagdo ndo existe esta necessidade, favorecendo a utilizacdo de
6leos residuais. Porém, além dos acidos graxos livres, outros componentes ou
possiveis impurezas devem ser considerados, até mesmo um componente
comum em diversos 6leos vegetais como os fosfolipidios, que tém sido
reportados como inibidores da atividade de lipases. Isto foi reportado em
experimentos de Watanabe et al.(2002) utilizando 3 amostras de 6leos de soja
(cru, degomado e refinado).

Através da obtencdo das condicdes maximizadas definidas neste
trabalho, as quais conduziram a producdo de 60,01 % de AGL (m/m) para éleo
de soja e 60,93 % de AGL para o 6leo de fritura. Além dos AGL, neste meio
(hidrolisado) tem-se monoacilglicerdis, diacilgliceréis e triacilglicer6is nao
reagidos, podendo ter também alguns tracos de agua e glicerol que ndo foram
separados totalmente. Desta forma, resolveu-se realizar a quantificacdo da fase
lipidica dos hidrolisados gerados (6leo de soja e de fritura) na etapa de
hidrélise e utilizada como substrato na esterificacdo enzimatica no reator em
modo continuo e da amostra final depois de passado pelo reator
(hidroesterificacdo do 6leo de fritura) em relagdo ao teor de monoacilglicerdis,



131

diacilglicerois, triacilglicerdis, glicerol, agua, ésteres e teor de AGL
(soja/fritura) para se obter uma resposta mais precisa do real comportamento
do sistema reacional. Estes resultados estdo apresentados nas Tabelas 13 e 14.

Tabela 13- Composicao da fase lipidica do produto da hidrélise enzimatica do 6leo de
soja em modo batelada.

Amostra Cwmac Cpac Crac CacL
(%, m/m) (%, m/m) (%, m/m) (%, m/m)
Hidrolisado de 2,45 15,99 17,80 60,01
6leo de soja

CondicGes de 40 °C; razdo molar (6leo de soja: agua) 1:20; 2 h de reacdo, Cg de 10 %
Lipozyme TL IM (relacdo a massa total); poténcia ultrassénica de 132 W e 300 rpm.

A Tabela 13 apresenta a composi¢do do hidrolisado do 6leo de soja
obtido na reacdo de hidrdlise enzimatica, sendo que nesta amostra realizou a
separacao do glicerol e da 4gua. No hidrolisado do éleo de soja, obteve-se um
teor de AGL de 60,01 %, teor de TAG de 17,80 % (TAG que ndo reagiu), teor
de DAG de 15,99 % e teor de MAG de 2,449 %, ndo apresentado agua residual
da reacdo. A auséncia da agua no hidrolisado é um fator muito importante para
realizar a esterificacdo com sucesso. Nesta amostra de hidrolisado analisou-se a
glicerina o qual se constatou um teor de 4,78 % (m/m), a quantidade de
glicerina presente na amostra é um valor razoavelmente alto, sinal que nao foi
conseguido retirar/separar totalmente a glicerina da amostra durante o processo
de separacdo. A presenca de glicerol no hidrolisado pode em alguns casos
prejudicar a reacdo de esterificagdo podendo ocorrer reagdes paralelas.

O glicerol dificulta a difusdo do substrato na molécula da lipase
reduzindo a eficiéncia reacional (SHIMADA et al., 2002). Isto ocorre porque 0
glicerol é um liquido viscoso de carater hidrofilico, que absorve na superficie
da enzima imobilizada, formando uma camada hidrofilica, limitando a atuacéao
da enzima em substratos hidrofdbicos, por consequéncia prejudicando o
rendimento da reacdo (HAMA et al., 2011B; XU et al., 2011).

Conhecendo a estequiometria de hidrolise de 6leos onde, para cada 1mol
de TAG, precisa-se de 3 moles de H,O para se obter 3 moles de AGL e 1 mol
de glicerol (conversao total do substrato em produto). No caso da hidrolise de
triacilglicerdis nem todo o triacilglicerdis pode ser hidrolisado totalmente,
podendo ocorrer & hidrélise parcial obtendo-se intermediarios como MAG e
DAG.
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A partir da determinagdo da composi¢cdo do hidrolisado de soja,
verificou-se a estequiometria (mol).

11ag +2,35h20 2 0,29pp6 + 0,64611c + 2,3546L + 0,07 yac

A partir da estequiometria, verificou-se que 78 % do TAG consumido
foi convertido a AGL, 19,33 % a DAG e 2,33 % a MAG. Calculou-se a massa
de TAG convertida a produto e a massa de TAG ndo reagido em relacdo a
massa de TAG inicial na reacdo (21,8 g), sendo que cerca de 17,07 g do TAG
inicial foram convertidos em produto e 4,72 g de TAG ndo reagiram. A
eficiéncia da conversdo a AGL foi em torno de 61 % (calculado), sendo que,
através da andlise por titulacdo (experimental) obteve-se um teor de AGL em
torno de 60 % (m/m).

Na Tabela 14 estdo apresentados os resultados da composicdo do
produto da esterificacdo enzimatica do 6leo de fritura, sendo que o hidrolisado
do 6leo de fritura foi produzido pela etapa de hidrélise enzimatica em modo
batelada, resultando um indice de Acidez de 121,86 mgKOH/g, o qual foi
utilizado para ser esterificado com etanol em reator continuo. Também esta
apresentada a quantificacdo da amostra final em intervalos de tempos (tempo
de residéncia) em que as amostras foram coletadas com e sem a presencga do
ultrassom.
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A Tabela 14 apresenta a composicdo do hidrolisado do éleo de fritura
gerado pela reacdo de hidrdlise enzimatica (substrato inicial). Apds esterificou-
se este hidrolisado com etanol com e sem a presenca do ultrassom para &
obtencdo dos ésteres etilicos em reator continuo. Foram coletadas as amostras
apos passar pelo reator em tempos de residéncia (9, 36, 99 e 171 min de
reacao).

A analise do hidrolisado (substrato inicial a ser esterificado) obtido na
hidrolise enzimatica de 6leo de fritura apresentou um teor de AGL de 60,93 %,
9,93 % de MAG, 9,05 % de DAG e 1,38 % de TAG. Antes da esterificacdo
realizou-se o procedimento de separagdo do glicerol e de dgua. Constatou-se a
presenca de 1,76 % de glicerol e teores baixos de agua, cerca de 0,065 %, o
gue indica que ndo foi possivel retirar totalmente o glicerol e a 4gua. Acredita-
se que este teor de dgua ndo prejudique a reacdo de esterificacao.

A agua desempenha varias funcfes na catalise enzimatica, apresentando
forte influéncia sobre a atividade catalitica e a estabilidade da enzima (GOG et
al., 2012; Lu et al., 2009). Diversos estudos revelam que a adicdo de uma
pequena quantidade de agua no meio reacional favorece as reacOes de sintese
de ésteres de acidos graxos (HSU et al., 2004; NIE et al., 2006; LU et al., 2008;
SHAH; GUPTA, 2007). Entretanto, as lipases sdo hidrolases, se ocorrer o
excesso de agua ira favorecer a reacdo de hidrolise, causando reducdo das
conversdes (GOG et al., 2012).

A quantificacdo dos compostos presentes no hidrolisado do 6leo de
fritura, pelas analises realizadas, permitiu-nos verificar que o balanco da
quantificagdo dos compostos ndo correspondeu a 100 %. Acredita-se que
devido, ao fato do 6leo de fritura ser usado e exposto a altas temperaturas, 0
mesmo pode sofrer degradacdo, formando outros compostos, ndo quantificados
neste trabalho. Este fato foi também mencionado e observado nos trabalhos de
Marquez et al. (1995) e Velasco et al. (2004), considerando que os 6leos
usados para processos de fritura podem conter varios compostos nao
conversiveis em ésteres de alquila, tais como mondmeros, dimeros oxidados,
polimeros, monémeros ciclicos, etc.. Desta forma, a conversdo maxima
atingivel a partir destes 6leos pode ndo corresponder a 100%.

Os Oleos e gorduras usados em frituras sdo submetidos a altas
temperaturas em presenca de ar e 4gua. Esta condicdo propicia a formagao de
um ndmero consideravel de substancias oriundas de reagGes térmicas,
oxidativas e hidroliticas (DOBARGANES; PEREZ-CAMINO, MARQUEZ-
RUIZ, 1995; FRITSCH, 1981; GASPAROLI, 1998; JORGE et al., 1996;
MARQUEZ-RUIZ; TASIOULA-MARGARI; DOBARGANES, 1995;
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NAWAR, 1998; SCHWARTZ; RADY; CASTANEDA, 1994; VELASCO et
al., 2004).

Como ja mencionado anteriormente, conhecendo a estequiometria de
hidrolise de 6leos e gorduras onde, para cada 1 mol de TAG, necessita-se de 3
moles de 4gua para se obter 3 moles AGL mais 1 mol de glicerol (converséo
total do substrato em produto).

A partir da quantificacdo do hidrolisado de fritura, realizou-se a analise
para obtencdo da estequiometria a partir dos resultados experimentais em
relacdo aos teores de MAG, DAG e AGL (%, m/m) na fase lipidica,
apresentada abaixo.

Estequiometria (mol) para hidrolisado de fritura:

Trag + 2, 46520 — 0, 14pac + 0,60¢11c + 2,46,¢1, + 0, 264

A partir da estequiometria, verificou-se que em torno de 82 % do TAG
consumido foi convertido a AGL, 9 % a DAG e 8 % a MAG. Calculou-se a
massa de TAG convertida a produto e massa de TAG ndo reagido em relacdo a
massa de TAG inicial na reacdo (21,8 g), sendo que cerca de 17,87 g do TAG
inicial foram convertidos em produto e 3,92 g de TAG ndo reagiram. A
eficiéncia da conversdo em AGL foi em torno de 67 % (calculado) sendo que,
através da analise por titulacdo (experimental) obteve-se um teor de AGL em
torno de 61 % (m/m).

Quando se esterificou o hidrolisado do Oleo de fritura em reator
continuo observou-se um comportamento na cinética (Figura 30) no qual as
conversbes sdo significativas, mas, em poucos minutos de reacdo comeca a
diminuir com o tempo tanto com e sem a presenca do ultrassom. Acredita-se
gue alguns fatores possam estar interferindo na formacéo dos ésteres etilicos e
o0 declinio da cinética em poucos minutos. Uma hipétese e a agua formada na
reacdo de esterificacdo que pode estar sendo consumida. Outra é que como o
hidrolisado utilizado tem além dos acidos graxos, uma certa quantidade de
MAG, DAG e TAG, acredita-se que além da reacdo de esterificacdo pode estar
ocorrendo transesterificacdo, pois a lipase utilizada tem poder de catalisar este
tipo de reacéo.

Por este motivo, para tentar compreender um pouco mais 0 que poderia
estar ocorrendo no meio reacional realizou-se analises de quantificagdo da
amostra final (Tabela 14) em diferentes intervalos de tempos (tempo de
residéncia). Com estes testes, pdde-se observar que os resultados ndo seguiram
uma tendéncia clara, de um modo geral observou-se que diminuiu a quantidade
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inicial tanto de mono, di e triacilglicerdis, a quantificacdo de glicerol em
alguns casos aumentou em outros diminuiu ndo podendo se ter concluséo
precisa. Na analise do teor de agua notou-se que ocorre formacao de agua, mas
ela também pode estar sendo consumida para hidrolisar os triacilglicerois
disponiveis no meio.

Com o0 embasamento de todos 0s componentes no meio reacional
produzidos através da esterificagdo do hidrolisado do 6leo de fritura, com o
intuito de verificar se além da esterificacdo poderiam estar ocorrendo a
transesterificacdo, pode- se concluir que ocorre a formacdo de agua e ésteres
produtos provindos da esterificacdo. Para a hipotese de ocorrer juntamente com
a esterificacdo a transesterificacdo ndo se pode ter uma concluséo precisa, para
isso deve-se realizar outras analises, aprofundando mais este estudo.



6 CONCLUSOES

Como parte do que se propds, investigou-se como primeira etapa do
trabalho a hidrélise enzimatica em modo batelada do 6leo de soja em sistema
de ultrassom estudando as variaveis que podem influenciar na obtencdo dos
AGL. Na melhor condigéo experimental definida para o 6leo de soja, utilizou-
se 0 6leo de fritura, realizando o reuso da lipase e do solvente utilizado na
lavagem da enzima. Como segunda etapa investigou-se a esterificacdo
enzimatica em sistema de ultrassom em modo continuo, utilizando AGVS para
0 estudo das varidveis do processo. Apds o estabelecimento das melhores
condicBes operacionais, realizou-se a integracdo do processo. A
hidroesterificacdo foi realizada a partir do hidrolisado (soja e fritura) formado e
posterior esterificacdo do mesmo em reator continuo para obtencédo de ésteres
etilicos. Foram realizadas andlises de quantificagdo de componentes nos
hidrolisados e apds ser esterificados (amostra final).

De um modo geral, este trabalho atendeu o objetivo geral proposto
sendo a hidroesterificacdo enzimatica de dleos de soja e fritura utilizando, a
tecnologia do ultrassom, em duas etapas, a hidrolise em modo batelada seguida
pela esterificacdo do hidrolisado proveniente da hidrélise em reator operado
em modo continuo.

Como parte do que se prop6s nos objetivos especificos, a partir dos
resultados obtidos p&de-se concluir que:

Hidrolise enzimatica em modo batelada utilizando ultrassom

o Dentre as lipases comerciais e ndo comerciais testadas neste trabalho, a
lipase de pancreas suino, na sua forma livre, apresentou a melhor atividade
hidrolitica (1326,59 U/g), seguida pela lipase Lipozyme TL IM (761,38 U/g),
ambas na temperatura 40 °C.

) Nos estudos de determinacdo das condicdes de dispersdo do 6leo e agua,
como razdo molar (6leo de soja: &gua), agitagdo mecénica e estabilidade
observou-se que ndo houve a necessidade de emulsdo prévia para obter maiores
teor de AGL. A lipase Lipozyme TL IM apresentou melhor potencial para
hidrélise.

. Quando se testou a influéncia das varidveis, razdo molar (6leo de soja:
agua), temperatura, concentracdo de enzima e solvente para recuperacdo da
lipase, realizou-se o estudo de recuperacdo da lipase utilizada na hidrélise e o
solvente (alcool isopropilico) usado na separacdo e recuperacdo da lipase. A
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lipase quando recuperada apresentou 50 % da sua atividade relativa residual
podendo ser reutilizada, e o ultrassom ndo interferiu na atividade relativa
residual da lipase. No teste do solvente, quanto a recuperacdo e reutilizagdo do
mesmo, observou-se que este pode ser reutilizado, ndo interferindo na
producdo dos AGL e nem na atividade da lipase.

o De um modo geral, o ultrassom apresentou comportamento positivo na
reacdo de hidrélise em modo batelada aumentando a velocidade inicial da
reacdo e em alguns casos conduzindo a um maior teor de AGL em menor
tempo de reacao.

o A melhor condicdo para a hidrolise do 6leo de soja (6leo modelo) foi
razdo molar (6leo: agua) 1:20, 40 °C, poténcia ultrassénica de 132 W, Cg de 10
% Lipozyme TL IM, 300 rpm, utilizando alcool isopropilico para lavagem e
separacdo da lipase. Quando hidrolisado o 6leo de soja nestas condicBes
obteve-se teor de AGL de aproximadamente 60 % (m/m) e para o Oleo de
fritura em torno de 60,93 % (m/m).

Esterificacdo enzimatica em modo continuo utilizando ultrassom

. Dentre os catalisadores enzimaticos comerciais testados neste trabalho, a
lipase Novozym 435 apresentou atividade de esterificacdo de 47,71U/g, e
Lipozyme TL IM uma atividade hidrolitica de 50,69U/g na temperatura de 60
°C. Ambas as lipases apresentaram atividades semelhantes e foram utilizadas
nos testes subsequentes.

o Através dos estudos dos efeitos das variaveis como razdo molar
(AGVS:etanol), vazdo de alimentacdo, catalisador ideal e uso do ultrassom
para a producdo de ésteres etilicos em reator continuo, chegou-se a condicao
maximizada de razdo molar 1:6 (AGVS:etanol), vazdo de alimentagdo 2,5
mL/min, lipase Novozym 435 e 65 °C, apresentando conversdes em ésteres
etilicos de 95 %.

) Para as reacOes de esterificacdo enzimatica do AGVS em modo
continuo, o ultrassom néo apresentou beneficios.

Integracao dos processos (hidroesterificacao)

o Na hidroesterificacdo produziu-se o hidrolisado do 6leo de soja e
posteriormente esterificou-se este substrato em reator continuo utilizando
ultrassom. Obteve-se conversdo em ésteres etilicos em torno de 82,85 % em 7
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min e 93,46 % em 28 min, mantendo-se este valor constante ao longo do tempo
avaliado.

o Para a esterificacdo do hidrolisado do 6leo de fritura em reator continuo
com ultrassom obteve-se conversées em torno de 79,33 % em 9 min, com 0
passar do tempo reacional a conversdo diminuiu para 51,87 % em 171 min,
utilizando ultrassom; para a reacdo sem o uso do ultrassom conversdes em
torno de 75,19 % em 9 min de reacdo foram obtidas, diminuindo com o passar
do tempo reacional até 66,44 % em 171 min.

o Quando se comparou 0 método de titulagdo com o método de CG
observou-se que o0s dois métodos tiveram uma boa reprodutibilidade,
confirmando que o método de titulacdo pode ser utilizado para a analise de
ésteres etilicos.

o Na quantificacdo do hidrolisado provindo do dleo soja conseguiu-se
guantificar os teores de AGL, MAG, DAG, TAG, agua e glicerol. Através dos
dados experimentais chegou-se a estequiometria da reacao.

o Para a hidroesterificagdo de 6leo de fritura quantificou-se os teores de
AGL, MAG, DAG, TAG, 4agua e glicerol tanto do hidrolisado como das
amostras apo6s serem esterificadas com o intuito de verificar se além da
esterificacdo poderiam estar ocorrendo a transesterificacdo, pode se concluir
que ocorre a formacéo de dgua e ésteres produtos provindos da esterificagdo.
Para a hipétese de ocorrer juntamente com a esterificacdo a transesterificacao
ndao se pode ter uma conclusdo precisa, para isso deve-se realizar outras
andlises, aprofundando mais este estudo.






7 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Hidrolise enziméatica em modo batelada:
. Testar outras enzimas que apresentem potencial para a hidrolise;

. Realizar teste de aumento de escala para a reacdo de hidrélise em
modo batelada;
. Testar alternativas para remogéo do glicerol formado e a 4gua ndo

reagida na hidrolise enzimatica;
Esterificacdo enziméatica em modo continuo:

. Testar outras enzimas de menor custo;

. Realizar recuperagdo da lipase e reuso do catalisador;

. Testar outras condi¢des de vazdo de alimentagdo do substrato;
Hidroesterificacdo enzimatica:

. Realizar um estudo detalhado para o melhoramento dos

resultados para o dleo de fritura;
o Testar outros residuos e 6leos acidos.
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ANEXO |
APENDICE A — TECNICAS ANALITICAS

Al- DETERMINACAO DO PERFIL DE ACIDOS GRAXOS

Foi pesado entre 40 a 90 mg da amostra de 6leo 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 BF3 14 % e 236 colocou-o 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. Entdo, adicionou-se
5 mL de solugdo saturada de cloreto de sodio e agitou-se novamente por 30
segundos. Depois, deixou ocorrer a decantacdo das fases, na fase superior
contém o solvente organico 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 sédio 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. O programa de temperatura utilizado no
cromatdgrafo foram: inicio a 160 °C, apds aquecimento a 4 °C.min™ até 230
°C, com permanéncia nessa temperatura por 10 minutos. O resultado para perfil
de 4cido graxo sdo expressos em relacdo a porcentagem da area do pico. Essas
determinacGes foram realizadas no Laboratério de Grasas y Aceites da
Faculdade de Quimica da Universidad de La Republica (UDELAR) no
Uruguai.

A2- QUANTIFIQAQAO DE MONOACILGITICERI'DEOS,
DIACILGLICERIDEOS E TRIACILGLICERIDEOS

1. PRINCIPIO DO METODO
A amostra € analisada por cromatografia gasosa, depois da sililagdo com

Piridina e MSTFA (n—methyl-n-trimethylilsilyltrifluoracetamide). A
calibracdo é alcancada através da utilizacdo de dois padrfes internos e quatro
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materiais de referéncia. Mono-, di-, e triacilglicerol sdo determinados por
comparagdo com monooleina, dioleina, trioleina e padrdes respectivamente.
Fatores de conversdo médios sdo aplicados a mono-, di-, e triacilglicerol para
calcular o teor de glicerina ligada a amostra.

2. REFERENCIAS NORMATIVAS

- ASTM D 6584 - “Standard Test Method for Determination of Total
Monoglycerides, Total Diglycerides, Total Triglycerides, and Free and Total
Glycerin inB-100 Biodiesel Methyl Esters by Gas Chromatography.”

- Manual do Equipamento

3. PREPARO DE SOLUCOES

Preparo das solucdes de calibragéo

Em 05 frascos (vial) de 15 mL, adicionar (com auxilio de microseringas) cada
padrdo nas quantidades descritas no Quadro 01. Numerar os frascos.

Quadro 01: Preparacdo das solugdes de calibracao.

PADROES Sol. 1 Sol. 2 Sol.3 Sol. 4 Sol. 5 Seringas
Glicerina 10 pL 30 L 50 pL 70 pL 100 pL 250 pL
Monooleina 20 pL 50 pL 100 pL 150 uL 200 pL 250 uL
Dioleina = 10uL | 204l | 40pL | 70uL | 100pL  100uL
Tioleina | 10 L : 20 uL 40 pL 70 pL | 100 pL 100 uL
Butanotriol 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 100 pL 250 pL
Tricaprina 100l 100l | 100uL | 100wl | 100pL | 250 L
MSTFA 100 uL 100 pL 100 uL 100 pL 100 uL 250 pL

Em seguida, fechar os frascos e homogeneizar a solugdo removendo
todas as gotas que possam estar aderidas na parede do frasco. Deixar as
solucdes padréo reagindo por um periodo de 15 a 20 minutos. Adicionar 8 mL
de n-heptano. Homogeneizar a solugdo. Transferir uma aliquota de cada ponto
para um vial de 2mL e fechar numerando-os.
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4. Procedimento para realizagdo da curva de calibracéo.
Padronizacdo do método.

Para a realizagdo da curva de calibracdo sdo preparadas solucGes
padrdes a partir de padrdes comerciais com concentragdes conhecidas dos
compostos analisados na amostra. O método é configurado com as
concentracOes reais de cada solugdo padrdo e os pontos sdo integrados no
equipamento obtendo um sinal (em Hz) para cada componente, obtendo uma
padronizacdo entre o sinal do equipamento e a concentracdo dos padroes.
Utilizam-se padrdes internos com a finalidade de obter a correlacdo entre as
concentracGes dos padrdes em funcdo da evaporacdo do solvente de diluicdo
(esta técnica é adotada para analises que utilizam solventes volateis, podendo
minimizar o erro em funcdo da variacdo do volume em fungdo da evaporacao
do solvente). O calculo utilizado para corrigir a area do padrdo em funcédo da
evaporagdo do solvente é a area da substancia de referéncia dividida pela area
do padrao interno.

Area corrigida = Asr ]
Api

Onde:

Asr = Area da substancia de referéncia

Api = Area do padréo interno

O mesmo calculo de correcdo da area se aplica para a interpretacdo dos
compostos na amostra e esta descrito abaixo:

5. Procedimento para preparagdo da amostra.

Este procedimento é realizado em duplicata. Pesar 0,1000 + 0,01g da
amostra em um vial de 15 mL. Registrar a massa no Formulario 01 deste
Procedimento e no Banco de Dados da planilha de incerteza da analise.
Adicionar 100 pL de butanotriol (padrao interno), 100 puL de tricaprina (padrao
interno) ¢ 100 uL de MSTFA. Homogeneizar e deixar por 15 a 20 minutos a
temperatura ambiente. Adicionar 8 mL de n-heptano, fechar o vial
imediatamente com tampa e septo inerte e homogeneizar. Transferir para um
vial de 2mL, fechar e coloca-lo na posicdo desejada no carrossel do injetor
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automatico. Analisar 1pL da mistura de rea¢do por cromatografia em fase
gasosa.



