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RESUMO

Devido as condicfes climaticas e escassez de combustiveis derivados do
petrdleo, é notdria a busca por novas fontes que visem solucionar tais problemas.
O biodiesel é um combustivel que ao longo dos anos vem sendo amplamente
estudado, porém existem ainda muitos gargalos envolvendo os processos de
producdo e também as matérias primas empregadas. Dessa forma, o presente
trabalho tem como objetivo estudar um processo que apesar de ainda pouco
investigado apresenta caracteristicas interessantes no ponto de vista energético e
econbmico, além disso, busca-se empregar o 6leo de crambe, um 6leo que néo é
usado na cadeia alimentar e que possui consideraveis vantagens para seu
emprego na producdo de biocombustiveis. A hidroesterificacdo é um processo
que envolve duas etapas, sendo uma de hidrélise do 6leo e outra de esterificacao
do 6leo hidrolisado. Neste trabalho um planejamento DCCR completo 23 foi
empregado para estudar as variaveis temperatura, razao molar agua/dleo e teor
de catalisador no rendimento do teor de acidos graxos a partir da reacdo de
hidrélise enzimética do 6leo de crambe. A enzima utilizada nesse estudo foi a
lipase comercial Lypozyme RM IM. Os resultados do planejamento mostraram
que as condi¢cdes Otimas foram atingidas nos limites estudados e, portanto
fizeram-se necessarios experimentos extras para chegar-se a conclusdo que a
temperatura ideal para a reacdo ocorrer € de 60°C. A razdo molar entre agua e
6leo ndo mostrou significancia para o planejamento, o que provavelmente se deve
ao fato de que as condicbes estudadas foram de excesso de agua. O teor de
catalisador foi o fator mais significativo e, para otimizar o uso de catalisador na
reacdo um novo planejamento 22 foi realizado para avaliar os efeitos de rotacao e
teor de catalisador. A rotacdo foi o efeito mais significativo demonstrando, dessa
forma, que a transferéncia de massa externa € um importante fator na hidrélise
enzimatica do 6leo de crambe. Dados experimentais da cinética da hidrélise
enzimatica do 6leo de crambe foram obtidos nas condi¢cdes de 2,2%, em massa
total de substrato, razdo molar agua/oleo 10, nivel de rotacdo de 790 rpm e
temperaturas de 50°C, 55°C e 60°C. Um modelo matematico, disponivel na
literatura, foi utilizado para descrever estes dados. A reacdo de hidrélise

enzimatica atingiu um bom rendimento em acidos graxos livres, chegando a 77%.
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A reacgdo de esterificagé@o foi realizada a partir dos acidos graxos livres obtidos a
partir da condicdo Gtima de hidrélise do 6leo nas condi¢cdes de 5% em massa de
catalisador Amberlyst 15®, razdo molar metanol/6leo de 30:1 nas temperaturas de
65°C e 80°C durante 4 horas de reacéo, sendo que o melhor resultado obtido foi
de 49% em conversdo de ésteres metilicos. Apesar de o resultado final do
trabalho néo ter obtido alta conversdo em ésteres, os resultados demonstraram as
tendéncias a serem utilizadas em trabalhos futuros ja que se observa que o
processo de hidroesterificagdo € promissor, pois possibilita o uso de matérias-
primas ndo refinadas e condigbes brandas, resultando em baixo custo de
producéo para o biodiesel.



ABSTRACT

Due to climatic conditions and shortage of petroleum-based fuels, the search
for new sources aimed to solve such problems is notorious. Biodiesel is a fuel
which has been extensively studied over the years, but there are still many
problems involving the production processes and also the raw materials used.
Thus, the present work aims to study a process that has presented interesting
features in terms of energy and cost, even though it has still been understudied,
and in addition, seeks to employ the crambe oil, an oil that is not used in the food
chain and has considerable advantages in the biofuel production. The
hydroesterification is a process which involves two steps, first being a hydrolysis
process and the second an oil esterification of the hydrolyzed oil. In this work a
central composite rotational design (DCCR) 23 was employed to study the
following variables: temperature, water/oil molar ratio content and yield of catalyst
in the content of fatty acids through the enzymatic hydrolysis of crambe oil. The
enzyme used in this study was the commercial lipase Lypozyme RM IM. The
planning results showed that the optimum conditions were achieved in the studied
limits and thus additional experiments were made necessary to reach the
conclusion that the ideal reaction temperature is 60°C. The molar ratio between
water and oil was not significant for the planning, which is probably due to the fact
that the conditions studied were of excess water, to ensure that the reaction
occurred until the end. The content of the catalyst was the most significant factor
and to optimize the use of catalyst in the reaction a new 22 design was conducted
to evaluate the effects of rotation level and catalyst content. Rotation level was the
most significant effect, demonstrating thereby that the external mass transfer is an
important factor in the enzymatic hydrolysis reaction of crambe oil. Experimental
data of the kinetic study of the enzymatic hydrolysis of crambe oil was obtained
under conditions of 2.2 mass percentage of total substrate, water/oil molar ratio of
10:1, level of rotation of 790 rpm at temperatures of 50°C, 55°C and 60°C. A
mathematical model found in available literature was used to describe the data.
The enzymatic hydrolysis reaction reached a good conversion into free fatty acids,
reaching 77%. The esterification reaction was carried out using free fatty acids

obtained from the hydrolysis optimum condition, under 5% mass percentage of
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Amberlyst 15® catalyst, methanol/oil molar ratio of 30:1, at temperatures of 65 °C
and 80 °C during 4 hours of reaction, and the best result obtained was a 49% of
conversion of methyl esters. Although the end result of the work did not achieved a
high conversion into esters, the results established trends to be used in future
works as it was observed that the process of hydroesterification is promising since
it enables the use of unrefined raw materials and mild conditions, resulting in lower

production costs for biodiesel.
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NOMENCLATURA

A/O — Raz&o molar Agua/6leo;

Ac — Acidez (%);

AGL — Acido Graxo Livre;

CacL — Concentracéo de acidos graxos;
Cbc — Concentracéo de diacilglicerais;
CosL — Concentracéao de glicerol;

Cu20 — Concentracdo de agua;

Cwme — Concentracao de monoacilgliceradis;
C+c — Concentracéo de triacilgliceréis;
DG -Diacilglicerol;

E= Enzima

GL - Glicerol;

GL — Graus de Liberdade;

m- massa de enzima (mg);

MG —Monoacilglicerol;

MGAT - MonoacilglicerolAciltransferase
M - Molaridade da solu¢do de NaOH;
pa-peso da amostra de 6leo (g);

PM -Massa molar média dos acidos graxos presentes no 6leo de crambe;
QM — Quadrado Médio;

R? - Coeficiente de determinacéo;

SQ — Soma Quadrética,

t — Tempo de reacao (h)

TG — Triacilglicerol,

ton— Tonelada;
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Vol - volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra (mL);
x;- Valor real da variavel i;

X;- Valor codificado da variavel i;

Y- Funcéo resposta;

Z - Valor real da variavel i no ponto central,

(L) — Linear;

(Q) — Quadratico;

Simbolos gregos

a — nivel axial codificado

AX; - Valor do intervalo de variacdo da variavel i;

Bo- Coeficiente relativo a intercepcao do plano com o eixo de resposta;
B1, B2.B3- Coeficientes lineares estimados;

B22, B11,833 - Coeficientes quadraticos estimados;

B12- P13, B23- Coeficiente de interacao entre as variaveis;

Subscritos

calc — Calculado

tab — Tabelado
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2. INTRODUCAO

As crises internacionais do petroleo, nos anos 1970 e 1990, bem como uma
crescente preocupagdo com O esgotamento dos recursos nao renovaveis e
consciéncia ambiental, deu entusiasmo para a busca de fontes de combustiveis
renovaveis (HILL, 2001; SCHUCHARDT; RIBEIRO; GONCALVES, 2001).

Assim como o diesel de petréleo, o biodiesel opera em motores de ignicdo
por compressdo com pouca ou nenhuma modificagdo (MEHER et al., 2006). O
biodiesel oferece vantagens em relacdo ao desgaste do motor, custo e
disponibilidade. Quando queimado, o biodiesel produz poluentes que sdo menos
prejudiciais para a saude humana (LINE LIN, 2006; DORADO et al., 2003; KHAN
et al., 2009). Além disso, fornece um melhor poder lubrificante, em comparacédo
com o 6leo diesel (KNOTHE et al., 2005).

No Brasil, a definicdo é estabelecida pela lei n°® 11.097, de 2005, na qual o
biodiesel € o biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso em
motores a combustdo interna com ignicdo por compressao ou, conforme
regulamento para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir parcial

ou totalmente os combustiveis de origem fossil.

O processo mais comumente utilizado para a producdo de biodiesel é a
transesterificacdo homogénea, geralmente empregando hidréxido de sédio ou de
potassio como catalisador. Porém, tal processo apresenta alguns problemas e

desvantagens.

Oleos e gorduras vegetais podem conter pequenas quantidades de agua e
acidos graxos livres (AGL). Em uma reacao catalisada por um alcali, o catalisador
usado ira reagir com o AGL de modo a formar sabdo. Essa reacao € indesejada
porque o sabdo diminui o rendimento do biodiesel e prejudica a separacdo dos
ésteres e do glicerol. Além disso, esse sabao liga-se com o catalisador o que
significa que sera necessario maior quantidade de catalisador e, portanto, o

processo envolve um custo mais elevado (VAN GERPEN et al., 2004).

O processo de hidroesterificagdo aparece como alternativa interessante para

a producdo de biodiesel. Esse processo € feito em duas etapas, envolvendo
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primeiramente uma etapa de hidrolise seguida pela esterificacdo. Por conter uma
etapa na qual a agua é reagente, ndo ha a necessidade de que essa matéria
prima seja refinada, ou seja, que contenha o percentual abaixo de 1% de acidez,
o que deve ser feito pelo processo de transesterificacdo para evitar a formacéo de
sabfes. Como cerca de 80% do custo de producéo do biodiesel é proveniente do
custo da matéria prima, a hidroesterificagdo permite um significativo salto na
viabilidade da producé&o de biodiesel (ARANDA, 2005).

O Crambe (Crambe Abyssinian) € uma oleaginosa pertencente a familia das
cruciferas, originaria da regido de transicdo entre temperada e quente, com
precipitacdo moderada, da Etiopia. Ultimamente, os agricultores brasileiros que
produzem soja mostraram grande interesse em crambe por causa de seus baixos
custos de cultivo, colheita mecanizada e porque pode ser semeada como cultura

de inverno em marco ou abril, depois da soja. (FALASCA et al., 2010).

No Brasil, é notoria a adaptabilidade ao clima, rusticidade, precocidade,
tolerancia ao déficit hidrico e, a sua principal caracteristica, ter ciclo de producéo
reduzido, cerca de 90 dias. Logo, o crambe apresenta-se como uma excelente
alternativa para a rotacdo de culturas com grande potencial de expansao como
alternativa de safrinha em boa parte do cerrado brasileiro, ndo competindo com as
culturas principais e as alimentares, e tendo seu cultivo totalmente mecanizado
com equipamentos utilizados em outros cultivos, como na soja, utilizando as
mesmas estruturas (semeadoras, colhedoras, armazéns) (ROSCOE &
DELMONTES, 2008).

Desta forma, este trabalho tem como objetivo avaliar o processo de
hidrosterificacdo do 6leo de crambe via catalise enzimatica.



3. OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos de algumas variaveis nos
processos de hidrdlise enzimatica, além de utilizar o 6leo hidrolisado para uma
reacao de esterificacdo, completando assim o processo de hidroesterificacdo do

Oleo de crambe para producao de biodiesel.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudo do efeito das condi¢cdes operacionais na hidrélise enzimética do
0leo de crambe, avaliando os efeitos de temperatura, razdo massica de
catalisador/substrato (em relacdo a massa total de substrato: agua e 6leo),
razdo molar agua/dleo e rotacéo;

e Obtencdo de dados experimentais da cinética da reacdo enzimatica bem
como a modelagem matematica;

e Obtencdo de ésteres a partir da esterificacdo do 6leo previamente

hidrolisado pelo processo de hidrélise enzimatica do 6leo de crambe.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. BIODIESEL

4.1.1. Definicéo

No Brasil, a definicdo é estabelecida pela lei n° 11.097, de 13 de janeiro de
2005, na qual o biodiesel é o biocombustivel derivado de biomassa renovavel
para uso em motores a combustdo interna com ignicdo por compressao ou,
conforme regulamento para geracao de outro tipo de energia, que possa substituir

parcial ou totalmente os combustiveis de origem fossil.

E uma definicio ampla, e abre a possibilidade do uso de diferentes matérias-
primas para a producdo do biocombustivel, jA que a intencdo do plano é a
diversificacdo das oleaginosas utilizadas na transformacéo do 6leo nas usinas,
aproveitando uma vantagem natural apresentada pelo Brasil. Além disso, nao
determina a rota do alcool a ser utilizado na producdo (metanol ou etanol) que
resultara no biodiesel.

Diferentemente do Brasil, a Unido Europeia define o biodiesel como um éster
metilico produzido com base em 06leos vegetais ou animais (Diretiva 2003/30/CE
do Parlamento Europeu). Dessa forma, o biodiesel produzido e comercializado na
Europa tem uma definicdo restritiva, podendo ser obtido somente pela rota
metilica, ou seja, deve-se utilizar o metanol no processo de producéo, além de ser
favoravel a utilizacdo do 6leo de canola (colza) na producdo em detrimento de
outros (EMBRAPA, 2013).

Segundo a norma, ASTM D 6751, 2008 (ASTM — American Society of
Testing and Materials), nos Estados Unidos, o biodiesel é definido como sendo
mono-alquil ésteres de acidos graxos de cadeia longa, produzidos a partir de
Oleos vegetais ou animais, para ser utilizado em motores de ciclo diesel. Esta

norma também delimita as especificacdes para este produto.

Quimicamente, € definido como éster monoalquilico de &cidos graxos

derivados de lipideos de ocorréncia natural e pode ser produzido, juntamente com



a glicerina, através da reacédo de triacilglicerois (ou triglicerideos) com etanol ou
metanol, na presenca de um catalisador acido ou basico (SCHUCHARDT et
al.,1998; ZAGONEL e RAMOS, 2001; RAMOS, 1999).

Knothe et al. (2006) definiram biodiesel como produto derivado a partir de
muitas matérias-primas distintas, entre elas, 6leos vegetais, gorduras animais,
Oleos usados em frituras e matérias graxas de alta acidez. Fatores como a
geografia, o clima e a economia determinam quais matérias-primas apresentam
maior interesse e melhor potencial para producdo de biodiesel. Nos Estados
Unidos o 6leo de soja é a principal matéria-prima, na Europa é o 6leo de colza
(canola) e o 6leo de palma € muito utilizado em paises tropicais.

Assim como o diesel de petroleo, o biodiesel opera em motores de ignicao
por compressdo com pouca ou nenhuma modificagdo (MEHER et al., 2006). O
biodiesel oferece vantagens em relacdo ao desgaste do motor, custo e
disponibilidade. Quando queimado, o biodiesel produz poluentes que sdo menos
prejudiciais para a saude humana (LINE LIN, 2006; DORADO et al., 2003; KHAN
et al, 2009). Além disso, ele fornece um melhor poder lubrificante, em
comparacao com o 0leo diesel (KNOTHE et al., 2005). Porém, cabe-se ressaltar
que devido as moléculas insaturadas, o biodiesel apresenta maior poder oxidativo

provocando corrosao aos materiais.

4.1.2. Contexto histérico

O primeiro registro do uso de Gleos vegetais como combustiveis liquidos em
motores a combustdo interna é de 1900, quando Rudolf Diesel usou 6leo de
amendoim (SHAY, 1993). No entanto, por causa de seu baixo custo e facilidade
de acesso, 0 petréleo tornou-se a fonte de energia dominante e diesel de petréleo

se desenvolveu como o principal combustivel para motores a diesel.

Para Gazzoni (2009), o combustivel especificado como "diesel" s surgiu
com o advento dos motores diesel de injecdo direta, sem pré-camara. A
propagacéo destes motores foi efetuada nos anos 50, com a forte motivagao de
rendimento muito maior, resultando em menor consumo de combustivel.

Historicamente, o uso direto de 6leos vegetais como combustivel foi rapidamente
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superado pelo uso de 6leo diesel derivado de petrdleo por conta de ambos os
fatores econbmicos e técnicos. Naquele tempo, as questdes ambientais, que
atualmente favorecem o0s combustiveis renovaveis, ndo foram consideradas

importantes.

Assim, nos anos de 1930 e 1940, os 6leos vegetais puros foram usados em
motores a diesel sob uma situagcéo de emergéncia (MA E HANNA, 1999). Nessa
altura, a pirdlise de diferentes triglicerideos foi também usada para o
abastecimento de combustivel liquido em diferentes paises. Por exemplo, o0s
hidrocarbonetos foram produzidos na China a partir de um sistema de pirélise de
Oleo de tung e utilizados como combustiveis liquidos (CHANG; WAN, 1947).
Outra abordagem proposta neste momento foi a utilizacéo de etil ou metil ésteres,
obtidos por transesterificacdo ou de alcodlise de Oleos vegetais (CHAVANNE,
1937 E CHAVANNE, 1942) ou a esterificagdo dos acidos graxos combinados com
transesterificacao de triglicerideos (KEIM, 1945).

Porém, com o fim da Il Guerra Mundial e a normalizacdo do mercado

mundial de petroleo, o biodiesel foi temporariamente abandonado.

Com o passar dos tempos, porém as fontes de petroleo e seus derivados
tornaram mais escassas, 0 que incentivou a busca por fontes alternativas de

energia.

Além disso, as crises internacionais do petroleo, nos anos 1970 e 1990, bem
cComo uma crescente preocupagdo com o esgotamento dos recursos nao
renovaveis e consciéncia ambiental, deu novo entusiasmo para a busca de fontes
de combustiveis renovaveis (HILL, 2001, SCHUCHARDT; RIBEIRO;
GONGCALVES, 2001).

4.1.3. Contexto Brasileiro

No Brasil, durante a década de 1940 ocorreram as primeiras tentativas de
exploracdo de energia a partir de Oleos e gorduras em motores de combustao
interna. De fato, h4 relatos de muitos estudos sobre o uso de Oleos vegetais

puros, como o babacu, coco, mamona e sementes de algodédo (por exemplo,



BORGES, 1944), ou hidrocarbonetos produzidos por cragueamento térmico-
catalitico (OTTO, 1945). Vale ressaltar que durante a Segunda Guerra Mundial, a
exportacdo de Oleo de algodao, que foi o principal 6leo vegetal produzido no
Brasil naquela época, era proibida, a fim de forcar uma queda no seu preco e,
portanto, para tornar possivel a sua utilizagdo como combustivel em trens, o que
€ provavelmente o primeiro programa governamental sobre o uso de
biocombustiveis (POUSA et al., 2007).

Em resposta a escassez de petrdleo durante as décadas de 1970 e 1980, o
Governo Federal Brasileiro criou, em 1980, um programa chamado PROALCOOL
(Goldemberg et al., 2004), que implementou e regulamentou o uso do etanol
hidratado como combustivel (adaptacdes de motor foram necessarios para a
utilizacdo deste combustivel) e etanol anidro que pode ser misturado com o
gasolina do petréleo. E importante mencionar que desde 1980 nenhuma gasolina
pura € usada, apenas as misturas de etanol/gasolina estdo sendo usadas como
combustivel no Brasil. O teor de etanol nestas misturas comecou como 5%, e foi
aumentada durante as trés décadas de PROALCOOL e varia de 20% a 25%
(POUSA et al., 2007).

No final do século 20, o Governo Federal reiniciou a discussdo sobre 0 uso
de biodiesel, e muitos estudos foram feitos por comissdes interministeriais em
parceria com universidades e centros de pesquisa. Em 2002, a etandlise de 6leos
vegetais foi considerada como a principal rota de producdo de combustivel
substituto ao diesel de petr6leo chamado PROBIODIESEL. Este programa foi
apresentado pelo Ministério da Ciéncia e Tecnologia (MCT) e pelo Decreto n® 702
de 30 de outubro de 2002 (VIGLIANO, 2003). Embora a rota etilica tenha
limitagcBes tecnoldgicas quando comparadas com a rota metilica, essa rota foi
favorecida devido a grande producdo de etanol do Brasil. Nesse periodo, o
biodiesel deixou de ser um combustivel experimental e assim comecaram as
fases iniciais de producao industrial, quando a primeira industria de ésteres de
acidos graxos foi instalada em Mato Grosso em novembro de 2000, a partir de
uma producdo de 1.400 ton/més de ester etilico a partir de 6leo de soja
(SANT'ANNA, 2003).

A Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) tem o

papel regulador de mercado de biodiesel no Brasil.



Ela imp0e regras e avalia as constru¢des das plantas produtivas das usinas
de biodiesel, além de conceder autorizagcbes para o seu funcionamento,
regulamentada pela Resolucdo ANP n° 25, de 02/09/2008. Determina o
porcentual da mistura com o diesel mineral a ser comercializado e promove a

comercializagao do produto por meio de leildes de compras de biodiesel.

No inicio do PNPB, havia uma recomendac¢édo da adicdo voluntaria de 2% de
biodiesel no 6leo diesel mineral, tornando-se obrigatdria em janeiro de 2008. Em

janeiro de 2013, ficou obrigado o aumento percentual da mistura para 5%.

No entanto, os prazos de atendimento do percentual minimo obrigatorio
poderiam ser diminuidos por resolugcdo do Conselho Nacional de Politica

Energética (CNPE) de acordo com os seguintes critérios:

e a disponibilidade de oferta de matéria-prima e a capacidade industrial
para producao de biodiesel;

e a participacdo da agricultura familiar na oferta de matérias-primas;
e areducdo das desigualdades regionais;

e 0 desempenho dos motores com a utilizagdo do combustivel;

e as politicas industriais e de inovacgao tecnoldgica.

Em 01/07/2008, o CNPE aumentou o percentual da mistura de 2% para 3%.
A Resolucdo ANP n°07, de 19/03/2008, aumentou a propor¢do, em volume, da

mistura do biodiesel com o éleo diesel para 5% a partir de 01/01/2010.

A comercializacdo ocorre por meio de leildes publicos realizados pela prépria
ANP. A instituicdo dos leildes foi resultado da falta de demanda no inicio do
PNPB, quando potenciais compradores tinham desconfianca da regularidade da

entrega e da qualidade do produto.

A partir dos leildes, a ANP pdde identificar interessados na compra do
biodiesel em bases competitivas, 0 que impulsionou o come¢o do mercado de

biodiesel a partir de preco-teto nas compras elevadas nos leildes.

4.1.4. Vantagens e dificuldades



E importante destacar que o uso de biocombustiveis ndo é apenas uma
alternativa econdmica e segura para 0s combustiveis fésseis, mas também tem

muitos aspectos ambientais e sociais favoraveis:
(1) O biodiesel é biodegradavel e inofensivo;
(i) Pode ser produzido a partir de materiais renovaveis,
(iii)  Metil ou etil ésteres de acidos graxos nao contém enxofre,

(iv) O biodiesel diminui consideravelmente a emissdo de fuligem (até
50%),

(v) O biodiesel emite aproximadamente a mesma quantidade de CO, que

€ absorvida durante o cultivo da semente oleaginosa;

(vi)  N&o contém qualquer um dos agentes cancerigenos encontrados no

Oleo diesel;
(vii) O biodiesel ndo € considerado um material perigoso;

(viii) Existem inuUmeras vantagens sociais e econdmicas de seu uso

particularmente em paises em desenvolvimento como o Brasil;

(iX) O biodiesel representa uma saida adequada para a industria de 6leo
vegetal, servindo como uma ferramenta importante para a regulacao

do mercado, e

(x) aumenta a vida (til do motor, devido a uma capacidade de
lubrificacdo superior (SCHUCHARDT et al., 1998;. RAMOS et al. . de
2003).

De acordo com Hass e Foglia (2006) e Wassell e Dittmer (2006), os custos
atuais de producdo de biocombustiveis, quando comparado a energia mineral,
nao sdo tdo competitivos. No Brasil, ha algumas excecfes, como por exemplo, 0
etanol de cana e combustiveis derivados de 6leo residual (PETERS E
THIELMANN, 2008). Os custos de producdo de biodiesel sdo os principais
obstaculos a sua comercializacdo (DEMIRBAS, 2007). De acordo com LENSINK
E LONDO (2009), a reducgédo de custos depende da experiéncia acumulada em
tecnologias emergentes que irdo superar os obstaculos iniciais dessa cadeia

produtiva.



Espera-se que a falta de competitividade de custos possa ser compensada
pela reducdo da emissdo de gases de efeito estufa (DUER E CHRISTENSEN,
2009). Isso poderia explicar por que a producdo desse combustivel esta sob a
protecdo da legislacdo e regulamentos especificos e ainda os subsidios na forma
de reducao fiscal (KNOTHE, 2006, PETERS E THIELMANN, 2008 E CHARLES et
al., 2007).

O Brasil, como outros paises, criou um conjunto de incentivos politicos para
o biodiesel, a fim de compensar a falta de competitividade nesta cadeia produtiva.
O que diferencia as iniciativas PNPB de outros paises é o uso da producéo de
biodiesel para a inclusdo de pequenos agricultores. No entanto, a iniciativa PNPB
tem encontrado obstaculos no que diz respeito aos altos custos de transacédo
sobre a gestdo de um grande numero de pequenas propriedades. Os custos de
transacdo sao importantes para esses programas. Os menores custos de
transacdo no programa do alcool brasileiro explicam, embora parcialmente, o seu
sucesso (NEVES et al., 2009).

Uma vantagem importante do Brasil na producdo de biodiesel é a
disponibilidade de areas agricolas que podem ser usados para atividades
agroenergeéticas, o que ndo € uma realidade na maioria dos paises produtores,
especialmente os paises europeus (FRONDEL E PETERS, 2007).

4.1.5. Processos de producéao de biodiesel

Existem varios métodos para a producdo de biodiesel, alguns deles séo:
microemulsdes, craqueamento térmico (pirélise) e transesterificacdo (HELWANI et
al., 2009). O biodiesel obtido a partir de microemulsdo e os métodos de
cragueamento térmico conduzem a combustdo incompleta devido a um menor
namero de cetano. A transesterificacdo € o método mais comum para a producao
de biodiesel, devido a sua simplicidade e tem sido amplamente estudada e
industrialmente utilizada para converter o Oleo vegetal em biodiesel (JUAN et al.,
2011). Além desses processos, existem ainda estudos para a producdo de
biodiesel a partir de rotas supercriticas (CAO et al., 2005; SAKA & ISAYAMA,
2009; GOEMBIRA et al., 2012; LEE et al.,, 2012; KELLOWAY et al., 2013) e

10



também pelo processo de hidroesterificacdo (GOMES, 2009; CAVALCANTI-
OLIVEIRA et al., 2011; DIAZ et al., 2013).

4.1.5.1. Pir6lise

A pirolise é a conversdo de uma substancia em outra por meio de calor, com
0 auxilio de um catalisador. Envolve o aguecimento na auséncia de ar ou de
oxigénio (SONNTAG, 1979) e a quebra de ligacbes quimicas para produzir
pequenas moléculas (WEISZ et al., 1979). Quimicamente a pir6lise é dificil de ser
caracterizada devido a grande variedade de caminhos de reacgéo e a variedade de
produtos que podem ser obtidos a partir das reagdes que ocorrem. Os materiais
pirolisados podem ser Oleos vegetais, gorduras animais, acidos graxos naturais e
ésteres metilicos de acidos graxos (MA e HANNA, 1999).

Apesar da simplicidade do uso de altas temperaturas para realizar o
craqueamento, a grande desvantagem € a obtenc¢do de compostos oxigenados no

produto final, que o tornam levemente acido (SUAREZ et al., 2007).

A Figura 3.1 apresenta 0 esquema de uma reacdo genérica envolvendo a
pir6lise de uma molécula de triglicerideo, porém, como foi dito, tal reacdo pode

envolver grande variedade de caminhos de reacéo e variedade de produtos.

HxC - OCOR’ NANANAN
HL| _ocoRr> [lemperatura NAVVANAUA
|
H,C - OCOR™ ANVAVA VaNVAVaN (ﬁ
NANAANANASN
OH
H,O
CH,=C-C coO
N 2
OH co

Figura 4.1 - Craqueamento de um triglicerideo — adaptado de SUAREZ (2006).

O dleo pirolisado apresenta niveis aceitaveis de enxofre, agua e material
particulado, porém possui niveis inaceitaveis de cinzas, depositos de carbono e
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alto ponto de névoa (SHARMA et al., 2001). Além disso, o equipamento para
pirélise possui elevado custo e a remogao do oxigénio pelo uso de gas hidrogénio,
diminui seus beneficios (PINTO et al., 2005).

4.1.5.2. Microemulsificacao

Para resolver o problema da elevada viscosidade dos Oleos vegetais, as
microemulsdes com solventes tais como metanol, etanol e butanol vém sendo
investigadas (SUBRAMANIAM et al., 2013).

Uma microemulsdo é definida como uma dispersado isotrépica coloidal de
microestrutura fluida termodinamicamente estavel, com dimensdes entre 1-150
nm, formadas espontaneamente, a partir de dois liquidos normalmente imisciveis
(SRIVASTAVA; PRASAD, 2000).

Tem sido relatado que as microemulsdes sdo formadas instantaneamente
quando todos os componentes sdo colocados juntos nas propor¢cdes requeridas
(FERNANDO & HANNA, 2005). As microemulsdes podem ser preparadas a partir
de Oleos vegetais, ésteres e co-solventes (agente de dispersdo), ou a partir de
Oleos vegetais, alcool e agentes tensioativos, misturado ou ndo com diesel féssil
(PINTO et al., 2005).

Segundo MA e HANNA (1999) os componentes de uma microemulsdo de
biodiesel podem incluir o combustivel diesel, 6leo vegetal, alcool, agente
tensioativo além de substancias utilizadas para aumentar o indice de cetano
(quanto maior o numero de cetano, menor o tempo entre inje¢cdo do combustivel e
inicio da combustdo, resultando em melhor qualidade de combustdo), em
propor¢bes adequadas. Alcoois, tais como metanol, etanol e propanol sio
utilizados como aditivos de reducdo da viscosidade, alcoois superiores sao
utilizados como agentes surfactantes e os nitratos de alquila sdo usualmente

utilizados como melhoradores do indice de cetano.

4.1.5.3. Transesterificacédo
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O Biodiesel é mais comumente produzido em todo o mundo por alcodlise,
também chamada de reacdo de transesterificacdo. A transesterificacdo é o
processo de troca do grupo alcoxi de um composto de éster por alcool e a reacao
geralmente é catalisada por um acido ou uma base. A transesterificacdo de Oleos
vegetais envolve a reacdo dos triglicerideos (gordura / 6leo) com &lcool para
formar ésteres e glicerol (MURUGESAN et al., 2012).

Por ser uma reacao reversivel, utiliza-se alcool em excesso para deslocar o
equilibrio para obter o maximo de éster. Entre os alcoois, 0 metanol e o etanol sdo
0s mais usados principalmente o metanol por apresentar cadeia polar e curta (MA
e HANNA, 1999). O Esquema de reacgdo de transesterificacdo da producdo de

biodiesel esta ilustrado na Figura 3.2, onde metanol € utilizado.

CH,-COO-R  CH,0OH R-COO-CH, CH,-OH
| |

Catalisador

CH -COO-R +CH,OH ¢—— R-COO-CH, +CH- OH

| |
CH,-COO-R CH,OH R-COO-CH, CH,-OH

Catalisador

Triglicerideo + 3 Metanol 3 Biodiesel + Glicerol

Figura 4.2 - Esquema da reacéo de transesterifica¢&o via rota metilica.

Apos a transesterificacdo, tem-se no meio reacional uma mistura de ésteres,
glicerol, alcool, catalisador, tri-, di- € mono glicerideos. O coproduto, glicerol, deve
ser recuperado devido ao seu valor como insumo para industrias farmacéuticas e
de cosméticos (MA e HANNA, 1999).

Quando essa reacdo € realizada com etanol aumenta-se a sua
complexidade, pois € necessario um maior tempo reacional, ha maior dificuldade
de separacdo de fases, pois o0 etanol possui menor polaridade que o metanol,
além da necessidade de um etanol isento de agua (o etanol anidro possui cerca

de 7000 ppm de agua, muito mais que o metanol, que possui 100ppm) e de uma
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matéria prima também isenta de umidade (VIEIRA, 2005). De maneira geral, a

razdo molar entre &lcool e éleo é maior quando etanol € utilizado.

Oleos e gorduras vegetais podem conter pequenas quantidades de agua e
acidos graxos livres (AGL). Em uma reacdao catalisada por um alcali, o catalisador
podera reagir com o AGL de modo a formar sabdo. Essa reagdo € indesejada
porque o sab&o diminui o rendimento do biodiesel e prejudica a separacado dos
ésteres e do glicerol. Além disso, esse sabao liga-se com o catalisador o que
significa que sera necessario mais catalisador e, portanto, o processo envolve um
custo superior (VAN GERPEN et al, 2004). Outro problema é que a agua,
originada a partir do proprio 6leo ou gordura ou formada durante a reacdo de
saponificacdo, retarda a reacdo de transesterificacdo, por meio da reacdo de
hidrolise. Ela pode hidrolisar os triglicerideos e diglicerideos de forma a formar

mais acidos graxos livres.

A reacdo pode ser catalisada por bases (KOH, NaOH, carbonatos ou
alcoxidos), acidos (H.SO4 e HCI) ou enzimas (lipases). A catalise alcalina ocorre
mais rapidamente além de apresentar maior rendimento, seletividade e menores
problemas relacionados a corrosdo dos equipamentos. Os catalisadores mais
eficientes para esse propésito e, que sdo amplamente utilizados comercialmente,

sdo KOH e NaOH (KHAN et al., 2002).

A utilizacdo de lipases isoladas e lipases imobilizadas como catalisadores
enzimaticos vém sendo uma das alternativas propostas na literatura para a
obtencdo de altas conversbes em ésteres, porém o0 alto custo destes

catalisadores aliado a sua rapida desativacdo na presenca de alcool tem

inviabilizado o seu uso comercial (VIEIRA, 2005).

4.1.5.4. Hidroesterificacéo

Tendo em vista 0s processos apresentados, e as dificuldades encontradas
em cada um, o processo de hidroesterificagdo aparece como alternativa
interessante para a producdo de biodiesel. Esse processo € feito em duas etapas,
envolvendo primeiramente uma etapa de hidrolise seguida pela esterificacdo. Sob

condicbes favoraveis, os triacilglicerdis componentes das gorduras sofrem
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hidrélise, com formacgéo de glicerol e &cidos graxos. A reagdo é reversivel; na
pratica, a hidrélise é favorecida por uso excessivo de agua, altas temperaturas,
pressdo e acdo de enzimas lipoliticas ou catalisadores quimicos (GUNSTONE &
NORRIS, 1983; SWERN, 1964).

Por conter uma etapa que hidrolisa a matéria prima, ndo ha a necessidade
de que essa matéria prima seja refinada, ou seja, que contenha o percentual de
acidos graxos livres abaixo de 2,5% em massa total, o que deve ser feito pelo
processo de transesterificacdo para evitar a formacdo de sabdes. Sendo assim,
uma ampla variedade de matérias-primas podem ser utilizadas no processo de
hidroesterificagdo, desde Oleos e gorduras contendo naturalmente alto teor de

acidez, a residuos industriais e domésticos de 6leos e gorduras.

Como cerca de 80% do custo de producdo do biodiesel € proveniente do
custo da matéria prima, a hidroesterificagdo permite um significativo salto na
viabilidade da producé&o de biodiesel (ARANDA, 2005). A Figura 3.3 apresenta as
reacoes envolvidas no processo de hidroesterificacdo — hidrélise e esterificacao

de triglicerideos e acidos graxos, respectivamente.

) Hidrdlise .
H,C - OCOR R’COOH ',"

| H-C—OH
HC - OCOR™ T R"COOH > H—(l:—OH

{ - H-C—OH
H,C - OCOR™ R™”COOH FI*
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Figura 4.3 - Reacdes de hidrélise de triglicerideos e de esterificacdo de acidos graxos —
Adaptado de Melo, 2008.
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A hidrdlise € uma reacé@o quimica que ocorre entre um triglicerideo e a agua
produzindo &cidos graxos e como coproduto o glicerol. Esta reacdo pode ocorrer

na presenca de catalisadores acidos ou basicos.

Apés a hidrélise, os acidos graxos gerados, sdo esterificados utilizando
metanol ou etanol, obtendo-se assim metil ou etil ésteres. E importante destacar
qgue o glicerol ndo sofre qualquer alteracéo por parte de interagdo com o metanol
ou com o biodiesel, uma vez que é removido ao final do processo de hidrolise.
Dessa forma, esse coproduto que apresenta grande importancia industrial, é
obtido de forma mais pura do que o advindo do processo de transesterificagcao.

A esterificacdo gera entdo o biodiesel e como subproduto a 4gua, que pode
ser reutilizada no processo de hidrélise, fechando o ciclo. Isso facilita 0 processo
de separacdo entre biodiesel e a glicerina livre e total. Dessa forma, o biodiesel
produzido é mais puro e etapas de lavagem podem ser evitadas gerando-se

menos efluentes e, menor consumo de compostos quimicos.

Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos envolvendo o processo de
hidroesterificacdo. De Sousa et al. (2010), empregaram lipase obtida de sementes
de pinhdo manso para a hidrolise de 6leo de soja em pH controlado de 8.0 a 40°C
durante 2 horas de reacao alcancando até 97% em converséao e utilizando o 6leo
hidrolisado para a etapa de esterificacdo feita empregando acido de nidbio como
catalisador, razdo molar de 1:3 AGL/alcool e 20% de massa do catalisador em
relacdo a massa de AGL e realizada em reator auto-clave a 500 psi e 200°C por 2
horas com agitacdo constante (500 rpm) alcancando 97,1% em ésteres metilicos.
Ja Cavalcanti-Oliveira et al. (2010), empregaram lipase obtida a partir de
Thermomyces lanuginosus em condicfes reacionais de 50% (v/v) de 6leo de soja
e 2,3% (v/v) de lipase em agua destilada a 60°C obtendo 89% de conversdo em
AGL apo6s 48 horas de reacao. A partir do 6leo hidrolisado e também empregando
acido de niobio, empregaram razdo molar de AGL/alcool de 1:3, concentracdo
massica de catalisador de 20% e 200°C, atingindo uma conversao de 92% em

ésteres metilicos apos 1 hora de reagao.

Além destes autores, outros trabalhos também estudaram a

hidroesterificacdo por rotas ndo enzimaticas, tais como Freitas et al. (2008) que
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realizaram a hidrélise de 6leo de macauba em um reator a 300°C seguida por
esterificacdo com metanol catalisada por acido de nidbio e feita a 190°C.
Almarales et al. (2012) empregaram o6leo advindo da microalga Nannochloropsis
oculata e obtiveram 92% em conversdao em acidos graxos livres a partir da
hidrolise do 6leo a 300°C com 20% de massa de catalisador acido de niobio. Para
a esterificacdo o 6leo hidrolisado foi submetido a 200°C, razdo molar de
metanol/AGL de 3 e 20% de &acido de nidbio como catalisador. Diaz et al. (2013)
avaliaram a producdo de biodiesel por meio da hidroesterificacdo de 6leo de
microalga advinda de Monoraphidium contortum e o 6xido de niébio suportado
em alumina e impregnado com A&cido fosforico como catalisador para as duas
etapas que foram realizadas em reator a 300°C para a reacédo de hidrélise para a
qual foi alcancada converséo de até 95% em acidos graxos livres e a 200°C para
a reacdo de esterificacdo onde também uma conversao em ésteres de 95% foi
atingida em condi¢cbes de razdo molar metanol/AGL de 3:1 e concentragdo de

20% de catalisador.

O Oleo de Crambe apresenta uma acidez um pouco mais elevada do que
outras oleaginosas tradicionais na producéo de biodiesel, o que representaria um
custo maior de neutralizagéo, dessa forma, a hidroesterificagdo apresenta uma

alternativa interessante para producao de biodiesel dessa fonte.

4.2. CATALISE

Os processos quimicos consistem na transformacédo de matérias-primas em
produtos por meio de reacBes quimicas. ReacBes com interesse industrial tém
gue ser rapidas, o que se consegue frequentemente a custa de um catalisador.
Por outro lado, a escolha criteriosa do catalisador permite muitas vezes obter
produtos intermediarios, menos estaveis termodinamicamente. Isto quer dizer
que, o uso de catalisadores pode ser considerado como uma das variaveis (além
da temperatura, pressdo, composi¢cdo e cinética) que permite controlar a
velocidade e dire¢cdo de uma reacdo quimica (FIGUEIREDO E RIBEIRO, 1987).
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4.2.1. Catélise quimica

O desenvolvimento de estudos com o0 uso de catalisadores heterogéneos
para promoc¢do da reacdo de hidrolise ainda se encontra em fase inicial,
Ngaosuwan et al. (2009), realizou a hidrolise da tricaprilina usando a zircbnia
tungsténio (WZ) e o &cido solido SAC-13 (resina de nano particulas de Nafion em
silica mesoporosa) como catalisadores, com uma temperatura variando entre 110-
150°C, em um reator semi batelada com adicdo continua de agua a baixas taxas

de fluxo, obtendo-se conversdes baixas (<40%).

Alguns dos catalisadores &cidos solidos que tém sido investigados como
potenciais substitutos para os acidos minerais em reacfes de esterificacdo e
transesterificacio sdo: 6xidos de tungsténio (FURUTA et al., 2004; LOPEZ et al.,
2005; RAO et al., 2006), zirconia sulfatada (KANSEDO et al., 2009; PATEL et al.,
2013; CHEN et al., 2013), resina Amberlyst ® 15 (REIS et al., 2005; PARK et al.,
2010; DONG et al., 2013), sacarideos sulfonados (MO et al., 2008; SHU et al.,
2010; DESHMANE et al., 2013). Os catalisadores acidos sélidos foram
efetivamente consolidados na esterificacdo de acidos carboxilicos, porém a
utilizagdo destes catalisadores para obter uma elevada conversdao de
triglicerideos para biodiesel exige temperaturas de reagcdo muito maiores do que
os catalisadores basicos devido a sua menor atividade para transesterificacdo
(FURUTA et al., 2004). Algumas resinas, tal como Amberlyst® 15, podem ser
consideradas uma exce¢ao, uma vez que estes catalisadores apresentam boas
conversdes tanto em reacdes de esterificacdo como em transesterificacdo sob
condi¢cBes suaves de reacdo, devido as suas elevadas concentracfes de sitios
acidos (LOPEZ et al., 2005)e(REIS et al., 2005). No entanto, a estabilidade
térmica torna-se um problema quando os catalisadores tipo resina sao utilizados
em altas temperaturas, além disso, cabe ressaltar o elevado preco das resinas

gue em geral podem custar cerca de 1000 reais o quilograma.

Agropalma, um fabricante brasileiro que produz acidos graxos, desenvolveu
um método de esterificacdo para produzir biodiesel a partir de acidos graxos
usando um catalisador acido heterogéneo baseado em nidbio (ANTUNES, 2005).
KISS et al. (2006) estudaram varios acidos solidos (zeolitos, resinas de troca

ibnica, e misturas de o6xidos de metal) como catalisadores para a esterificacdo de
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acido dodecandico com 2-etil-hexanol, 1-propanol e metanol, a 130-180 °C, e
zirconia sulfatada foi considerada o melhor catalisador. Zirconia sulfatada
apresentou alta atividade e seletividade para a esterificacdo de acidos graxos com
uma variedade de alcoois. Este catalisador ja é de interesse em varios processos
industriais, tais como a isomerizacdo de hidrocarbonetos, alquilacdo e
esterificacdo (TANABEE HOLDERICH, 1999). De acordo com o KISS et al.
(2006), é um candidato interessante para a producdo de biodiesel via catalise

heterogénea acida.

4.2.2. Catalise enzimatica

Entre esses processos, a hidrélise enzimética apresenta vantagens
econdmicas e técnicas, pois pode ser realizada em condi¢cdes amenas (20 a 40°C
e pressao atmosférica), levando a um menor gasto energético em comparacao

aos processos fisico-quimicos (RITTNER, 1996).

Na hidrélise enzimética de 6leos vegetais sdo utilizadas diferentes fontes de
lipases como catalisador, podendo ser liquidas ou solidas (catalise homogénea ou
heterogénea), como por exemplo, Aspergillus niger, Candida rugosa,
Rhizopusarrhizus, Rhizomucor miehei, Pseudomas sp. e lipase pancreatica
(BUENO et al., 2005).

4.2.2.1. Lipases

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (E.C.3.1.1.3), que séo
capazes de catalisar reacdes de hidrélise e sintese de grupos ésteres de diversos
compostos. As lipases sdo amplamente encontradas na natureza. Podem ser
obtidas a partir de microrganismos naturais ou geneticamente modificados e
também a partir de fontes animais e vegetais. A principal forma de producao de
lipases tem sido a partir de culturas de micro-organismos, pois estes processos
apresentam maior facilidade de controle, maior capacidade produtiva e custo de
obtencéo reduzido (MONTEIRO et al., 2001 e YASUKAWA et al., 2004).
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De maneira geral, as lipases nao requerem cofatores, atuam em ampla faixa
de pH, sé@o estaveis a altas temperaturas; possuem elevada especificidade e
propriedades quimicas que fazem com que sejam altamente aplicaveis em
processos industriais (VILLENEUVE et al.,, 2000; HASAN, SHAH, HAMEED,

2006).

As lipases vém sendo utilizadas em diversas areas, algumas aplicacdes de
destaque s&o: (KASAMATSU, 2005, CHENGELIS et al., 2006 e BALCAO et al.,
1996)

» Farmacéutica — sintese de intermediarios de farmacos (ex. ibuprofeno e
naproxeno, farmacos com atividade antiinflamatoria); resolugdo de misturas

racémicas (ex. sintese de atenolol, farmaco anti-hipertensivo);

* Alimentos — sintese de aromas (ex. maturacdo de queijos); sintese de

edulcorantes (ex. aspartame);
* Detergentes — remocao de manchas de gorduras dos tecidos;
» Agroquimica — sintese de inseticidas e pesticidas;

» Tratamento de efluentes — reducdo do teor de gorduras em efluentes da

industria de laticinios;

* Oleoquimica — hidrélise e interesterificacdo de 6leos e gorduras.

Lipases catalisam reacdes de substratos insoluveis em agua (PANDEY et
al.,, 1999) e promovem a hidrélise de triacilgliceréis para &cidos graxos,
diacilglicerdis, monoacilgliceréis e glicerol (LEAL et al., 2002). Sob certas
condicbes, também catalisam reacdes de esterificacbes, transesterificacbes
(aciddlise, interesterificacdo, alcodlise), amindlise e tiotransesterificacbes em
solventes organicos, sistemas bifasicos e em suspensfes micelares. O
deslocamento do equilibrio na reacdo, no sentido direto (hidrélise) ou inverso
(sintese), € controlado pela quantidade de agua presente na mistura reacional
(PANDEY et al., 1999).

Os principais substratos das lipases sdo os triglicerideos de cadeia longa
(com mais de 10 atomos de carbono), no entanto, estas enzimas atuam sobre

uma gama de substratos ndo naturais (ésteres nao lipidicos) de diversos
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tamanhos. Essa versatilidade das lipases sugere que sua espinha dorsal
polipeptidica seja flexivel e que possa adotar diferentes conformacdes
dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do meio, o que dificulta a
modelagem e a previsao de interacdes estéreo quimicas entre enzima e substrato
(BARON, 2003).

Em geral, a maior atividade catalitica de lipases ocorre na interface
agua/lipideo, através do fenbmeno chamado de ativacdo interfacial e tanto a
qualidade quanto a area interfacial tém papel importante na atividade catalitica
dessas enzimas (WAKABAYASHI, 2004 e BALCAO et al., 1996). A ocorréncia da
ativacdo interfacial juntamente com a existéncia de uma tampa polipeptidica
(parte da proteina que recobre o sitio ativo) ja foi utilizada como parametro de

distingcao entre lipases “verdadeiras” e esterases.

O fendbmeno da ativagédo interfacial foi proposto por Sarda e Desnuelle
(1958) apos verificar diferenga no comportamento das cinéticas entre enzimas. Os
autores verificaram que a atividade de esterases era funcdo da concentracdo do
substrato de acordo com o modelo classico de Michaelis e Menten, no qual a
velocidade maxima ocorria antes do limite de solubilidade do substrato ser
atingido e da formacéo de agregados e/ou interfaces. Ja a atividade das lipases,
se caracterizou por manter-se constante até que a concentracdo micelar critica
(CMC) do substrato no sistema fosse alcancada, e aumentando a partir desse
ponto (DALLA-VECCHIA, 2004).

4.2.2.2. Lipozyme RM IM

A lipase comercial imobilizada Lypozyme RM IM empregada neste trabalho é
obtida a partir do micro-organismo Rhizomucor miehei (RML) e possui alta
atividade (275 IUN/g) boa estabilidade em diversas condi¢cbes (Rodrigues e
Fernadez-Lafuente, 2010a). Esta enzima extracelular foi descrita pela primeira
vez em 1973 por Nagaoka e Yamada (1973). A enzima tem um peso molecular de
31.600 Da (Wu et al., 1996) e é atualmente disponivel comercialmente pela
Novozymes na forma livre (Palatase 2000 L) ou na forma imobilizada (Lipozyme

RM IM). O suporte da enzima imobilizada é Duolite ES 562, uma resina de troca
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aniénica fraca com base em copolimeros de fenol-formaldeido (Huge-Jensen et
al. 1987, Miller et al. 1988).

A hidrdlise de triglicerideos € uma reacdo fundamental para a producéo de
acidos graxos ou glicerina. Embora a enzima provinda do micro-organismo
Rhizomuco rmiehei é uma lipase sn-1,3 especifica (hidrolisa os grupos 1 e 3 da
molécula de triglicerideo) a migracdo espontanea do grupo acilo a partir da
posicdo 2 para as posi¢cdes 1 ou 3 permite a hidrélise completa dos triglicerideos

como é mostrado pela Figura 3.4 (Rodrigues e Fernadez-Lafuente, 2010b).

—OH
Vi
+—OH * HO—C—R,
P v
0—Cd¢—R, OH OH RML. —OH
y RML y, RML P, d
0—C—R, —=< 0—C—R, — -0—C—R, RMLT
C// ' c{/O ' /?O
O0—C—R, //O (0] R, //O OH \ —O0—C—R;
HO—C W'R1 HO—C R3 acy l-migration
OH
—OH

Figura 4.4 - Esquema geral da hidrélise completa de triglicerideos catalisada pela RML para
produzir acidos graxos livres. Fonte: Rodrigues e Fernadez-Lafuente (2010b).

Alguns autores estudaram a hidrolise de triglicerideos por via enzimatica
empregando a enzima lipase comercial Lipozyme RM IM obtida a partir do micro-
organismo Rhizomucor miehei (RML), tais como Cheong et al. (2007) que
avaliaram alguns efeitos na producao de diacilgliceréis a partir de 6leo de palma
utilizando condicdes de 50% em massa de teor de agua, 10% em massa de teor
de enzima em 12 horas de reacdo. Lo et al. (2004) também estudaram efeitos de
variaveis no processo de hidrolise parcial do 6leo de soja empregando, utilizando
10% de teor de catalisador e 10% de agua presente no meio durante 4 horas de
reacdo. Voll et al. (2012) estudaram a reacdo de hidrolise do 6leo de palma
realizando experimentos a 0,68%, 1,36% e 2,04% em relagdo a massa de
substratos (agua e o0leo de palma) a temperatura de 55°C, com uma concentragao
inicial de agua de 10% em relac&o ao 6leo de palma e rotacédo de 400 rpm.
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4.3. OLEOS E GORDURAS

Oleos e gorduras sdo substancias pertencentes a classe dos lipideos,
podendo ter origem em diversas fontes, como no tecido adiposo de animais, em
frutos e em sementes (AWADALLAK, 2012). Mais de 95% dos 6leos e gorduras
sdo constituidos de triacilglicerideos, que sao ésteres formados de glicerol e trés
acidos graxos. Triacilglicerideos sado insoliveis em agua e a temperatura
ambiente varia em consisténcia de liquido a sdélido. Em uso comum, quando eles
sdo na maioria solidos, sdo chamados de gorduras, e quando liquidos séo
chamados de 6leos. Além de triacilglicerideos, gorduras e 6leos contém varios
componentes menores como: mono e diglicerideos (importantes como
emulsionadores); acidos graxos livres; tocoferol (importante antioxidante); esterois

e vitaminas de gorduras soluveis (FARIA et al., 2002).

Gorduras animais sdo saturadas e em sua maioria sélidas a temperatura
ambiente, como manteiga e sebo. Oleos vegetais por sua vez, tendem a ser
liquidos e serem predominantemente insaturados, como os 6leos de soja, oliva,
milho, etc. Comumente também O&leos provenientes de peixes podem ser
predominantemente insataurados. Esses 6leos podem ter a elevacao do ponto de

fusao através do processo de hidrogenacéo (BABICZ, 2009).

Os Oleos vegetais sdo obtidos por meio do processo de extracdo de
sementes ou frutos. Segundo PIGHINELLI et. al (2011), séo trés os métodos para
extracdo de O6leos: prensa hidraulica por batelada; prensa mecénica continua
(expeller); e extracdo por meio de solventes. Além disso, h4 a possibilidade de
combinacéo dos métodos. O 6leo extraido pode conter diversas impurezas, como
gomas, ceras e acidos graxos livres, os quais podem prejudicar sua qualidade e
estabilidade. No caso de Oleos comestiveis de baixa acidez efetua-se um
processo quimico de neutralizacdo chamado de refino alcalino. Este processo é
bastante simples e pode ser utilizado na maior parte das matérias-primas
(BATISTA et al., 1999), entretanto apresenta a desvantagem de gerar perda de

uma parte do 6leo neutro e vitaminas (PEIXOTO et al., 2005).
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4.3.1. Acidos graxos livres

Acidos graxos (AG) s&o acidos carboxilicos com cadeias de comprimento
entre 4 e 36 carbonos (BOBBIO e BOBBIO, 1992). Em alguns acidos graxos essa
cadeia apresenta apenas ligacbes simples. Estes sdo conhecidos como
saturados. Os que possuem ao menos uma dupla ligagdo na cadeia séo
chamados de insaturados, no caso de mais de uma sdo chamados de
poliinsaturados. A posicdo da dupla ligacdo na cadeia difere acidos graxos de
igual numero de carbonos (BABICZ, 2009). Ha ainda a possibilidade de formacéao

de isbmeros “cis” e “trans”.

Para quesito de simplificacdo, usa-se nomear 0s acidos graxos pelo
comprimento da cadeia e o numero de duplas ligacbes separadas por dois
pontos. Dessa forma, um 4cido graxo saturado com 16 carbonos € abreviado para
16:0, o acido oléico, com 18 carbonos e uma dupla ligacdo entre o primeiro e 0
segundo carbono da cadeia é abreviado para 18:1 (BOBBIO e BOBBIO, 1992). As
posi¢cdes das duplas ligacdes sdo representadas por nimeros seguidos da inicial
do tipo de isomeria, assim, um acido graxo de 20 carbonos, ligagdo dupla entre o
nono e o décimo carbono (sendo o primeiro o carbono carboxilico), entre o
décimo segundo e o décimo terceiro e entre o décimo quinto e o décimo sexto,
com isomeria cis em todas as ligacdes, é designado por 20:3 9cl2cl15c. Vale
ressaltar que € comum ocultar a posicao das duplas ligacdes e o tipo de isomeria,
uma vez que o0 mais usual é que a primeira ou Unica dupla ligacdo, normalmente
cis se encontra no carbono “9” e as demais duplas ligagdes (quando ocorrem) se
encontram com um espacamento constante de 3 carbonos (LEHNINGER,
NIELSON e COX, 1995). Na Tabela 3.1 estdo relacionadas nomenclaturas e

nomes usuais de diferentes acidos graxos.

O ponto de fusdo aumenta com o crescimento da cadeia e decresce com as
insaturacdes. Isso se deve ao grau de empacotamento molecular. Moléculas
totalmente saturadas, na conformacdo completamente estendida sofrem
interferéncia estérica minima dos atomos vizinhos e devido a morfologia da
molécula atomos de cadeias vizinhas podem interagir por forcas de Van der

Waals, formando uma estrutura quase cristalina. A presenca de ligacbes cis
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provocam curvaturas na cadeia gerando interacées mais fracas e resultando em
menores pontos de fusdo (BOBBIO e BOBBIO, 1992).

Tabela 4.1 - Nome e fdrmulas de acidos graxos (SCRIMGEOUR, 2005).

Acido graxo Nome comum Formula
4:0 Butirico CH3(CH,),COOH
6:0 Capréico CH3(CH,),COOH
8.0 Caprilico CH3(CH,)¢COOH
10:0 Céprico CH5(CH,)sCOOH
12:0 Laurico CH3(CH,)1,COOH
14:0 Miristico CH5(CH,)1,COOH
16:0 Palmitico CH5(CH,)14,COOH
18:0 Estearico CH5(CH,)1sCOOH
18:1 9c Oléico CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH
18:2 9c 12¢ Linoleico CH3(CH,)4(CH=CHCH,),(CH,)sCOOH
18:3 9c 12c15c¢c a-Linolénico CH3CH,(CH=CHCH,)3(CH,)sCOOH
22:113c Erucico CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH

4.4. CRAMBE ABYSSINIAN

O Crambe (Crambe Abyssinian) € uma oleaginosa pertencente a familia das
cruciferas, originaria da regido de transicdo entre temperada e quente, com
precipitacdo moderada, da Etiopia. Sua domesticacdo foi adaptada as regibes
secas e frias do Mediterraneo (LEPPIK E WHITE, 1975; WEISS, 1983). E uma
planta que em muitos casos, cresce como erva daninha em campos cultivados,
sob as arvores, e a beira de caminhos no campo, geralmente sozinhos e sem
crescimento continuo (CORNELIUS E SIMMONS, 1969). Como indicado pelos

mesmos autores, o fruto (cerca de 530-1.840 frutos/planta) é de cor amarelo-
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palido, contendo uma Unica semente esférica, marrom-esverdeada na cor, e cerca
de 0,8-2,55 mm de diametro.

Sao conhecidas 39 espécies deste género, distribuidas em quatro regides
geograficas: Macaronésia (12 espécies), mediterraneo (4 espécies), Leste da
Africa (3 espécies) e Eurosiberia - Suldeste da Asia (20 espécies). O género C.
abyssinica € endémico do leste da Africa, na regido da Etiépia (FRANCISO-
ORTEGA et al., 1999).

Ultimamente, os agricultores brasileiros que produzem soja mostraram
grande interesse em crambe por causa de seus baixos custos de cultivo, colheita
mecanizada e porque pode ser semeada como cultura de inverno em margo ou
abril, depois da soja. (FALASCA et al., 2010).

No Brasil, é notoria a adaptabilidade ao clima, rusticidade, precocidade,
tolerancia ao déficit hidrico e, a sua principal caracteristica, ter ciclo de producéo
reduzido, cerca de 90 dias. Logo, o crambe apresenta-se como uma excelente
alternativa para a rotacdo de culturas com grande potencial de expansao como
alternativa de safrinha em boa parte do cerrado brasileiro, ndo competindo com as
culturas principais e as alimentares, e tendo seu cultivo totalmente mecanizado
com equipamentos utilizados em outros cultivos, como na soja, utilizando as
mesmas estruturas (semeadoras, colhedoras, armazéns) (ROSCOE &
DELMONTES, 2008).

O perfil de acidos graxos desse 6leo apresenta mais de 56% de acido
erucico, tal acido contem 22 atomos de carbono e apenas uma ligagdo dupla
(WHITE et al, 1972;. LEONARD, 1993; LAGHETTI et al, 1995). Essa
peculiaridade faz com que o 6leo de crambe apresente boas caracteristicas para
lubrificantes, e também o torne matéria-prima adequada para as utilizacdes que
ndo sao abrangidas por outros 6leos vegetais. O acido erucico pode, por exemplo,
ser utilizado em processos de sintetizacdo de varios derivados quimicos, tais
como erucamida (um aditivo para certos tipos de peliculas de plastico) e os
derivados de enxofre (utilizados como aditivos de borracha), etc (LAZZARI et al.,
1994;HINMAN, 1986). Além disso, quando as sementes do crambe séo
processadas para o 6leo, o subproduto € um alimento rico em proteinas com uma

composicdo favoravel de aminoacidos (LAGHETTI et al.,, 1995). Porém, a sua
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composicdo contém alcaloides e tioglucosideos, o que o torna toxico e,
consequentemente, apenas adequado para incorporacéo restrita em ragcoes (VAN
ETTEN et al, 1965;. PETROSKI E TOOKEY, 1982).

A seguir sdo apresentados alguns pontos gerais de vantagens da cultura do

crambe:
e Adaptabilidade ao clima;
e Rusticidade;
e Precocidade;
e Tolerancia ao déficit hidrico;
e Ciclo de producéo reduzido, cerca de 90 dias;
e Cobertura do solo;
¢ Rotacao de culturas;
e Reciclagem de nutrientes;
¢ Reducao de nematoides;
e A planta produz substancias que repelem naturalmente os insetos.

¢ Nao exige uso de maquinarios especificos. Para o plantio e colheita,
podem ser utilizadas as maquinas empregadas nas lavouras

tradicionais como a soja e o milho.

Como desvantagens apresenta o fato de que o farelo e a torta possuem
alguns componentes toxicos e, portanto, apresentam limitacdo para a utilizacao
em alimentacdo animal, destino para o qual normalmente seguem os residuos
das oleaginosas. Além disso, o crambe possui menor densidade em relacédo a
soja, por exemplo, o0 que resulta no maior gasto com transporte. A colheita é feita
a partir da capsula inteira, que possui uma bolsa de ar entre a capa e 0 gréo
propriamente dito. A relacdo é de 60% em comparacdo com a soja, ou seja, um
caminhdo que tradicionalmente transportaria 36 toneladas desta oleaginosa
consegue levar apenas 22 toneladas de crambe (FUNDACAO MS, 2010).
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4.4.1. Utilizacdes

Por apresentar majoritariamente acidos graxos monoinsaturados é baixo o
seu ponto de fusédo, que segundo a Fundacdo MS (2010), é de -12°C. Essa
propriedade é interessante tratando-se do ponto de vista de biocombustiveis e
lubrificantes.

O ¢6leo de crambe possui alta capacidade de remocdo de calor, o que é
importante para a utilizacdo como lubrificante. Apresenta bom desempenho como
fluido hidraulico. Pode ser empregado na fabricacdo de polimeros plasticos com
boa capacidade deslizante, utilizados, por exemplo, em linhas de empacotamento
rapido, sacolas plasticas e tampas de garrafas. No setor agricola, pode substituir
o 6leo mineral como adjuvante em aplicacbes de herbicidas, fungicidas e
inseticidas (AIR, 1997).

O dleo de crambe totalmente hidrogenado é um soélido branco que tem valor
potencial como componente de composi¢cdes de cera (SPENCER et al., 1974).

Uma utilizacdo em potencial esta no campo industrial para produtos de acido
erucico, tal acido é obtido por saponificacdo do 6leo de crambe. O &cido erucico é
utilizado pela industria na producéo de poliéster, resinas alquidicas, plastificantes,
lubrificantes, aditivos de borracha, agentes tensoativos, nylon, entre outros
polimeros (tintas, vernizes, esmaltes), além de também ser usado no fabrico de
produtos farmacéuticos, aromas sintéticos e agentes de flotagdo (CORNELIUS E
SIMMONS, 1969; VARGAS-LOPEZ et al., 1999;EMBRAPA, 2013b).

O farelo de crambe pode ser utilizado como suplemento de proteinas para o
gado, podendo conter de 25 a 58% de proteina. Por causa de sua equilibrada
composicdo de aminoacidos, a incorporacdo a racdo do gado foi aprovada nos
EUA. (OPLINGER et al., 1991). A ingestdo do farelo por ndo ruminantes néo é
adequada, uma vez que contém glucosinolatos, que pode ser quebrado em partes
pelo sistema digestivo, gerando compostos que podem causar danos ao figado e
rins e perda de apetite. No entanto, se a semente inteira € aquecida Umida antes
de ser processada, as enzimas que liberam compostos toxicos sdo desativados e
os glucosinolatos permanecem intactos apos a extracdo do Oleo. (FALASCA et
al., 2010).
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Chhikara et al. (2012) ainda destaca a boa propriedade agronémica do
crambe, tendo potencial para fito-remediacdo de solos de metais pesados e

sedimentos contaminados.

Mesmo para o mercado de biodiesel, menos especializado e de menor
remuneracdo, o Oleo de crambe apresenta grande competividade, além e
vantagens em relacdo aos outros 6leos vegetais, com baixo custo de producéo e
aproveitando de areas geralmente ociosas durante o outono/inverno, o crambe
em menor risco pode representar uma importante fonte na diversificagcdo da
matriz de dleo para o biodiesel. Além disso, as caracteristicas de alta estabilidade
e baixo ponto de fusdo do 6leo de crambe representam uma importante vantagem
para a cadeira produtiva de biodiesel, pois permite maior flexibilidade para o
transporte e armazenamento do produto (FUNDACAO MS, 2010).

4.4.2. Contexto historico

Seu cultivo comecgou provavelmente na década de 1930 na ex-URSS
(MASTEBROEK et al., 1994). Desde entdo, a colheita se estendeu a Polonia, a
Suécia, os EUA e Paises Baixos. Ao mesmo tempo, novas variedades
melhoradas foram introduzidas (MASTEBROEK et al.,, 1994). Em 2000, C.
abyssinica foi cultivada nos Estados Unidos, Canada, varios paises europeus,
Paquistdo e India, e foi introduzida na China (WANG et al., 2000) e ltalia
(FONTANA et al., 1998), com um rendimento de até 900 - 1130 kg de 6leo por
hectare (MASTEBROEK et al.,, 1994,FONTANA et al., 1998). No entanto, como
indicado por Carlsson et al. (2007), o crambe, esta ainda em desenvolvimento,
como uma colheita agricola, ndo é de grande dimensdo, mas, devido as
utilizacdes potenciais do 6leo de semente para a producdo de muitos produtos
valiosos (produtos farmacéuticos, lubrificantes, plastificantes, surfactantes,
cosméticos, etc), muitos novos paises (Austria, Bélgica, Dinamarca, Franca,
Alemanha, Italia, Portugal, Reino Unido e Argentina) tém demonstrado um

interesse cientifico nele.
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4.4.3. Contexto Brasileiro

Com a criagcdo do Programa Nacional Uso e Producdo de Biodiesel, o
Crambe foi logo identificado como oleaginosa com potencial de cultivo e os
trabalhos de pesquisa, realizados principalmente pela fundagcdo MS, foram
intensificados, com o objetivo de disponibilizar uma cultivar e desenvolver a
tecnologia de producdo para esta nova oleaginosa. Deste trabalho, em 2007, foi
obtido o registro da primeira cultivar de crambe desenvolvida no Brasil, a FMS

Brilhante.

A introducdo de material genético que deu origem a cultivar FMS Brilhante
foi feita pela Fundacdo MS em 1995. O obijetivo inicial da introducdo do crambe,
juntamente com outras culturas outono/inverno, foi avalia-lo como cultura de
cobertura do solo para o plantio direto. Apesar da boa adaptagc&o inicial, a
tentativa de expansdo da cultura nédo teve éxito, pois o nabo forrageiro se
mostrava superior, produzindo muito mais massa para a cobertura do solo. Nesta
época o crambe ja demonstrou seu bom potencial de producéo de graos, mas nao
havia mercado. Mesmo assim, as pesquisas com a cultura foram direcionadas
para a producdo de graos, iniciando-se o trabalho de selecdo e multiplicacdo de
sementes das linhagens obtidas. (FUNDACAO MS, 2010).

A produtividade da FMS Brilhante durante a fase de sua criacdo esteve a
1.000 a 1.500 kg.ha™. Em parcelas experimentais da Fundacdo MS, ja foram
registradas produtividades de 2.300 kg.ha® (MAI NETO, 2009; Fundacdo MS,
2010).

Segundo a Fundacdo MS (2010), embora considerado de clima frio, o
crambe tolera temperaturas mais elevadas do que a colza e a canola, por
exemplo. Com isso, quando cultivado no inverno, o crambe vem apresentando
bons resultados ndo somente em condi¢des climaticas do sul do Brasil e sul do
Mato Grosso do Sul, mas também de regides mais quentes do Centro Oeste

(norte do Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias).

A Figura 3.5 apresenta uma imagem da lavoura de crambe em Maracaju,

MS, pertencente a Fundagao MS.
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Figura 4.5 - Lavoura de crambe em Maracaju MS. Fonte: Fundacéo MS.

Segundo o pesquisador da Fundacao MS, Renato Roscoe, Goias conta com
3,5 mil hectares plantados (regies de Itumbiara, Rio Verde, Jatai, Luziania e
Formosa) e o Mato Grosso do Sul, com 3 mil hectares (municipios de Ponta Pora,
Maracaju, Dourados, Sao Gabriel e Chapadao do Sul). No MS o ciclo de producéo

€ de marco a maio enquanto em GO fica entre fevereiro e abril.

O crambe é uma cultura que apresenta pouco ataque de pragas. Tal
fenbmeno ¢é atribuido a presenca dos glucosinolatos em seus tecidos. O
metabolismo desses compostos produz componentes toxicos, funcionando com
uma protecdo natural contra ataques de pragas. Foi observado pela Fundacéo
MS que por diversas vezes culturas como soja e sorgo foram atacadas por pragas
sem que as plantas de crambe fossem atacadas, sugerindo que as pragas evitam

essa cultura.

Com o objetivo de avaliar o potencial de producdo do crambe e as
caracteristicas fisico-quimicas do 6leo e do biodiesel obtidas desses graos,
Jasper (2009) concluiu, apés analise, que o biodiesel do Crambe abyssinica
Hochst se encontra de acordo com normas estabelecidas na Resolucéo n° 7 da
Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP).

Os estudos no Brasil, relacionados a cultura e a producao de 6leo do crambe
iniciaram-se recentemente, quando os produtores e pesquisadores nacionais
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passaram a ter acesso a cultivar FMS Brilhante, comercializada pela Fundacéo
Mato Grosso do Sul.

4.4.4. Extracao

Os graos inteiros possuem entre 26 a 40% de 6leo, variacdo essa
relacionada com a regido de producéo e os diferentes materiais existentes. No
Brasil, os valores da variedade FMS Brilhante tem ficado acima de 36%. Em
meédia pode-se considerar que o teor de Oleo extraivel por solvente esta em torno
de 35%, sendo mais elevado que as duas principais oleaginosas cultivadas no
Brasil, soja e algod&o. A Tabela 3.2 apresenta dados de teores e produtividade de

algumas culturas no Brasil.

Tabela 4.2 - Teores médios de 6leo e produtividade de 6leo por hectare para oleaginosas.

Oleaginosa Teor de 6leo (%) Produtividade (kg 6leo/ha)
Soja 18 600
Algodéo 15 300
Crambe 35 420
Nabo forrageiro 35 150
Colza/Canola 38 700
Girassol 43 500 - 1000
Mamona 48 300 - 600

Fonte:Roscoe(2007)

Considerando a extracdo mecanica, a quantidade de 6leo extraido cai
sensivelmente. Testes utilizando equipamentos disponiveis no mercado tém
extraido em torno de 70% do 6leo total. Essa eficiéncia tem sido alcancada em
prensas com sistemas de pré-aquecimento (cozinhadores ou sistemas de
extrusdo). Em ensaio realizado em parceria entre a Fundacdo MS e a
Universidade Catélica Dom Bosco, utilizando prensa mecanica sem pré-
aguecimento e dupla prensagem, atingiu-se a eficiéncia de 79% na extracdo do
6leo (SOUZA et al., 2009).
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4.45. Estabilidade do d6leo

O principal mecanismo de deterioracdo dos Oleos é a oxidacdo dos acidos
graxos. Esta reacdo envolve as chamadas insaturacdes que sao ligacdes duplas
entre os atomos de carbono que formam a molécula de &cido graxo. A
intensidade da oxidacdo aumenta acentuadamente com o aumento do numero de
duplas ligacdes nos oOleos. O 6leo de crambe, por apresentar, majoritariamente,
acidos graxos monoinsaturados tem alta estabilidade oxidativa. Em estudo feito
pela Fundacdo MS de estabilidade térmica por Calorimetria Exploratoria
Diferencial (DSC) o 6leo de crambe FMS Brilhante, adicionando de antioxidante,
manteve-se estavel por 800 minutos a 140°C, enquanto o que o Oleo de soja,
também contendo antioxidante, iniciou o processo de degradacdo apds 70
minutos. Este resultado € muito positivo, pois permite reduzir os gastos de

armazenamento de Oleo e permite estender o tempo para comercializacao.

4.4.6. Torta e Farelo

Dependendo da tecnologia de extracdo do 6leo, o coproduto apresenta
caracteristicas diferentes. Quando se faz a extracdo mecanica, o produto
resultante é a torta, com um residual de o6leo em torno de 20%. No
processamento com solvente, a extracdo € mais eficiente e o residual de 6leo é
de cerca de 2% no coproduto denominado, entdo, de farelo. Assim, as tortas
apresentam maior valor energético em relacao ao farelo, porem, o ultimo possui

maior percentual de proteinas. (FUNDACAO MS, 2010).

7

Normalmente o farelo € utilizado para alimentagcdo animal. No entanto,
apesar de apresentarem alto valor proteico, a torta do crambe possui substancias
toxicas que dificulta o uso direto para esse fim. Por isso, recentemente,
pesquisadores da Embrapa em parceria com a Fundacao MS e pesquisadores da
Unicamp, estdo desenvolvendo pesquisas com o objetivo de reduzir ou eliminar
esses compostos da torta, de modo a permitir o uso delas como componentes de
racdes, agregando valor as cadeias produtivas. Para tanto, os cientistas estao se

valendo tanto do melhoramento genético, para obter cultivares néo toxicas,
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guanto de processos fisicos, quimicos e biolégicos para remover ou reduzir a

concentracéo das substancias indesejadas.

4.5. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

O planejamento de experimentos € uma ferramenta de andlise estatistica
gue tem por objetivo desenvolver e aperfeicoar processos, pois determinam quais
variaveis exercem maior influéncia no desempenho deste. Dessa forma melhorias
como o aumento de rendimento, reducdo do tempo de reacdo, reducdo da
variacdo do processo e melhor concordancia entre valores obtidos
experimentalmente e os previstos podem ser aplicadas, possibilitando a reducao
do custo operacional. Esse método permite resolver, eficientemente, esses
problemas durante o0s estagios iniciais do processamento do produto
(MONTGOMERY, 2003).

Segundo Kalil et al. (2000) o planejamento fatorial e a analise de superficie
de resposta sdo importantes ferramentas para determinar as condicfes 6timas de
processos. O planejamento de um conjunto de variaveis € vantajoso em
comparacao com o método convencional, que lida com um Gnico parametro por
experimento, como tal, € uma abordagem frequentemente falha para localizar as
melhores condicdes, devido a sua incapacidade de considerar 0s possiveis

efeitos de interacdes entre os fatores.

O planejamento fatorial € usado para descrever um fenbmeno através de um
modelo matematico, realizando o minimo de experimentos possiveis, permitindo
eficiéncia e economia no processo experimental com a selecdo do modelo
plausivel e estimacéao eficiente dos parametros do modelo selecionado (CALADO
& MONTGOMERY, 2003).

A escolha dos critérios, tais como, as variaveis independentes envolvidas
(controladas no processo, também chamadas de fatores ou regressores), a faixa
de variacdo destas (que delimita a quantidade de niveis) e a variavel de resposta
(grandeza medida), devem ser pré-definidas para dar objetividade a realizacdo do

planejamento (Calado & Montgomery, 2003).
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4.6. MODELAGEM CINETICA

O desenvolvimento de modelos matematicos e a simulagdo computacional
de processos, tais como de hidrélise, apresentam-se como uma importante
ferramenta, pois permite a transferéncia de tecnologia da escala laboratorial para
industrial. Os modelos matematicos e as técnicas computacionais, quando
adequados, auxiliam na identificacdo dos mecanismos envolvidos no processo, na
andlise e interpretacdo de dados experimentais de um sistema multivariavel, na
predicdo de respostas a mudancas de condicbes de operacdo e na otimizagao
dos processos (VOLESKY, 2001).

O estudo cinético das reacdes catalisadas por lipases geralmente é
realizado para enzima e substratos considerando uma dissolugdo homogénea,
onde a interacdo entre a enzima e o substrato insollvel na interface deve ser
considerada (FACCIO, 2004). Michaelis e Menten foram dois pesquisadores que
propuseram um modelo de equilibrio para reagbes enziméticas envolvendo
apenas um substrato, no qual a reacdo € considerada como um processo de duas
etapas. (MARANGONI, 2003).

Na literatura s@o encontrados alguns trabalhos envolvendo a cinética
enzimatica de 6leos vegetais, Voll (2011) e Al-Zuhair et al. (2003) desenvolveram
modelo cinético para os quais estimaram parametros para a reacao de hidrélise
enzimatica do 6leo de palma utilizando lipase Lipozyme RM IM e Candida rugosa,
respectivamente. Fadiloglu e Séylemez (1997) realizaram o estudo cinético da
hidrélise enzimética do 6leo de oliva também utilizando a lipase C. rugosa. Todos
esses estudos desenvolveram modelos baseados na cinética de Michaelis-
Menten. Kroumov et al. (2007) desenvolveram um modelo da cinética enzimatica
da transesterificacdo de Oleos vegetais para producédo de biodiesel e a partir de
modificacdes tal trabalho foi utilizado como base para modelagem e obtencao de
parametros cinéticos da hidrolise enzimética do 6leo de crambe no presente

trabalho.
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Para o desenvolvimento de um modelo cinético para a hidrélise enzimatica
do oOleo de crambe, faz-se necesséario a compreensdo dos mecanismos reacionais
e com base neles sdo desenvolvidas as taxas das reacdes para todos o0s
compostos. Para completar o modelo um balanco molar deve ser feito, e
condi¢Oes iniciais estabelecidas, tendo dessa forma condicbes de resolver um
sistema de equacbes e por intermédio de um programa que ajuste dados

experimentais € possivel simular o valor de parametros envolvidos no modelo.

4.7. CONSIDERACOES FINAIS

A revisdo da literatura revela o destaque do 6leo de crambe devido a sua
alta produtividade, baixo custo de plantio, ser uma cultura de entre safra, e ainda
apresentar um alto teor de 6leo. Como ndo pode ser utilizado pelo setor
alimenticio o crambe apresenta vantagens quando empregado na producdo de
biodiesel. Os métodos utilizados atualmente para a producdo industrial do
biodiesel utilizam catalisadores homogéneos, hidréxido de sédio ou de potassio, o
que requer matérias primas refinadas, com baixo teor de acidos graxos livres,
tornando a producdo desse biocombustivel dispendiosa, j& que a principal
matéria-prima utilizada, 6leo de soja refinado, tem um custo elevado. Dessa
forma, o processo de hidroesterificacdo, por apresentar duas etapas, sendo elas
hidrélise do 6leo, que tem a finalidade de transformar os triglicerideos em éacidos
graxos livres, seguida pela esterificacdo representa uma alternativa em potencial,

por possibilitar o uso de matérias-primas mais baratas.

Dentro desse contexto, o presente trabalho se dispde a estudar um método
alternativo para a producdo de biodiesel, que possibilita 0 uso de uma matéria-
prima com menor custo, o 6leo de crambe bruto. Utilizando ferramentas como
planejamento experimental e modelagem matematica o trabalho teve por objetivo
estudar efeitos de variaveis presentes na etapa de hidrolise enzimatica, além de

concluir o processo de hidroesterificacéo realizando a reacéo de esterificacao.

A literatura apresenta alguns trabalhos envolvendo a hidroesterificagédo de

Oleos vegetais, porém nenhum deles realizado com o 6leo de crambe. O presente
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trabalho dessa forma contribui de forma a avaliar condicdes de processamento
para producao de biodiesel utilizando um 6leo pouco estudado.
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5. METOLOGIA

5.1. REAGENTES

O substrato da reacdo de hidrélise utilizado neste trabalho foi o 6leo de
crambe bruto, cedido gentiimente pela Fundacdo MS (Maracaju/MS). A lipase
comercial Lipozyme RM IM, utilizada como catalisador foi cedida pela LNF Latino
Americana, a enzima apresenta-se na forma granulada imobilizada em suporte de
resina fendlica e gelatina de peixe, possui massa molecular de 36 kDa. Uma
solucédo de fenolftaleina (Synth®) foi utilizada como indicador para medidas de
acidez do 6leo. Etanol (Chemco®) e Eter etilico (BIOTEC®) absolutos foram
utilizados no processo de medicao para diluicdo da amostra e NaOH (Synth®) foi
utilizado como titulante na determinacdo de acidez. No preparo das amostras para
analise em cromatografia gasosa foram utilizadas solucbes metandlicas de BF3
13-15% e NaOH (Synth®) 0,5 N e heptano absoluto (Synth®) e o padrao interno
metil heptadecanoato, pureza >99% (Sigma Adrich®) para a analise
cromatografica do teor de ésteres.

5.2. METODOS ANALITICOS

5.2.1. Quantificagdo Acidos Graxos Livres

Para determinacdo do percentual de AGL utilizou-se o método de titulacdo
acido/base Cd3d-63, recomendado pela AOCS (1998). A titulacdo foi realizada
com solucdo de NaOH. Aproximadamente 1 grama de Oleo e duas gotas de
solucéo de fenolftaleina foram diluidas em 50 ml de uma soluc&o 1:1 Etanol/Eter.
Esta solucao foi titulada com uma solugao de NaOH 0,05 M sob agitacdo vigorosa
até mudanca de coloracdo (mudanca subita de uma coloragcéo branca para rosa).
A porcentagem de acidez do 6leo foi calculada pela Equacéo (01).
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Vol M o,y PM g, (1)
pa

Ac =100% x

Onde:
Vol =Volume de solucédo de NaOH gasto na titulacdo (L);

M \.on = Concentracéo molar da solugéo de NaOH (mol/L);

PM,, = Massa molar média dos acidos graxos presentes no o6leo de

crambe;

pa= massa da amostra de 6leo (g).

A massa molar média dos AGL foi calculada a partir da média ponderada
das massas moleculares dos acidos graxos constituintes do 6leo de crambe, para
isso foi feita a caracterizacdo do perfil dos &cidos graxos do 6leo de crambe
utilizado nesse trabalho.

5.2.2. Composicado de Acidos Graxos do 6leo de crambe

A andlise de acidos graxos totais foi realizada no laboratério pertencente ao
Departamento de Engenharia Quimica da Universidade Estadual de Maringa. A
andlise foi realizada em cromatografia gasosa seguindo a normativa EN 14103
(2003). Pesou-se 60 mg de amostra em um tubo falcon com tampa de rosca. Em
seguida, foi adicionado 1,5 mL de solu¢do metandlica de NaOH 0,5 N. O tubo foi
fechado e colocado em um banho, com a 4gua em ebulicdo. ApGs permanecer no
banho por 10 minutos, os tubos foram entdo retirados e adicionaram-se 2,0 mL da
solucdo metandlica de BF3 13-15% e, novamente foram colocados no banho por
5 minutos. Ap6s o tempo determinado, os tubos foram retirados do banho e
resfriados por 1 minuto sob temperatura ambiente. Foram adicionados 3mL de
heptano e depois foi realizada uma agitacao por 30 segundos. Deixou-se decantar
para que as fases fossem separadas e com uma pipeta de Pasteur foi retirada a

parte superior para analise.

Determinou-se 0 percentual de acidos graxos totais utilizando um

cromatografo gasoso (Agilent GC 7890 A), equipado com uma coluna capilar ZB-
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WAX (Zebron), (30 m x 0,25 mm d.i.). As condi¢cdes foram: injecao split, 1:50;
temperatura da coluna: 120°C, programada até 180°C numa taxa de 15°C/min, a
uma taxa de 5°C/min foi elevada até 210°C e novamente programada até 240°C
numa taxa de 10 °C/min e foi mantida nesta temperatura por 5 minutos; gas de
arraste: hélio, a 1,5 mL/min; temperatura do injetor: 250°C. As amostras foram
entdo injetadas (2 pL) em duplicata.

5.2.3. Composicao de ésteres

A determinacdo do teor de ésteres nas amostras foi realizada a fim de
determinar a conversao da reacdo empregando sistema de cromatografia gasosa,
mediante uso de padrédo interno metil heptadecanoato, conforme a Normativa
Europeia EN 14103 (2003). No preparo da amostra para inje¢cdo colocou-se em
um baldo volumétrico de 10 mL aproximadamente 0,30 g da amostra,
completando o volume do baldo volumétrico com heptano. Em seguida,
adicionou-se em um vial 0,08 g da amostra contida no baldo volumétrico e 0,10 g
de solucdo de padrdo interno (150 mg/mL). Injetou-se 2 pL da amostra no

cromatografo gasoso, o qual forneceu as andlises da composicao de ésteres.

5.3. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.3.1. Hidrdlise enzimética

As condicdes reacionais (temperatura e razdo massica de
catalisador/substrato) utilizadas nos experimentos realizados neste trabalho foram
baseadas nos estudos desenvolvidos por AWADALLAK (2012), VOLL (2011) e
WATANABE et al. (2005), enquanto as condi¢des de razdo molar agua/oleo foram
escolhidas de maneira a ser usado um excesso de agua. As reacdes de hidrélise
enzimatica do Oleo de crambe foram realizadas em sistema fechado e batelada.
Em frascos Erlenmeyer foram adicionados 20 gramas de 6leo de crambe, e as

determinadas quantidades de catalisador e 4gua destilada. As suspensdes foram
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agitadas em uma incubadora refrigerada com agitacdo de 130 rpm. Apds quatro
horas de reacédo, as suspensdes foram filtradas por meio de papel filtro para
remover o catalisador heterogéneo que permaneceu na forma inicial, e os acidos
graxos livres presentes na fase liquida foram determinados pelo método de

titulacao.

As reacdes de hidrolise foram realizadas com base em dois planejamentos
fatoriais. No primeiro, o efeito da temperatura, razdo molar de agua/dleo (Ma/M,) e
proporcao de massa catalisadores/massa total (m¢/m; ) foram avaliados utilizando
planejamento composto central rotativo (DCCR). Na Tabela 4.1, os niveis
variaveis do DCCR sao apresentados e na Tabela 4.2 o0s experimentos
realizados. Visando otimizar o teor de catalisador necessario a reacao de hidrélise
enzimatica, um novo planejamento com ponto central (2°) foi realizado para
avaliar os efeitos da razdo massa de catalisador/massa total e do nivel de rotacao
(R) da mistura. Estes experimentos foram conduzidos & temperatura constante
(58,4°C) e razdo molar de &gua/dleo (10,4). Os experimentos do segundo
planejamento fatorial foram realizados utilizando um agitador magnético. Os
niveis dos fatores assim como os valores reais e codificados das variaveis

estudadas sao apresentados nas Tabelas 4.3 e 4.4.

Reacdes adicionais também foram realizadas para estudar o efeito da
temperatura na reacdo de hidrdlise enzimatica. Essas reacfes foram realizadas
com nivel de rotagcdo de 790 rpm, razdo massica de catalisador/substrato de 2,2%
e razdo molar agua/éleo de 10:1 utilizando-se a chapa agitadora magnética para

agitacao e aquecimento.

Tabela 5.1 - Niveis de variaveis no planejamento experimental.

Valores codificados -1,68 -1 0 1 1,68
Temperatura (°C) 41,6 45 50 55 58,4

Razao molar agua/oleo 3,64 5 7 9 10,36
Teor de enzima (%) 0,52 0,86 1,36 1,86 2,2
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Tabela 5.2 - DCCR com trés variaveis com pontos centrais e axiais.

Valores codificados Valores Reais
Experimento T Agua/bleo m/m T Agua/éleo m/m
1 -1 -1 -1 45 5 0,86
2 1 -1 -1 55 5 0,86
3 -1 1 -1 45 9 0,86
4 1 1 -1 55 9 0,86
5 -1 -1 1 45 5 1,86
6 1 -1 1 55 5 1,86
7 -1 1 1 45 9 1,86
8 1 1 1 55 9 1,86
9 -1,682 0 0 41,6 7 1,36
10 1,682 0 0 58,4 7 1,36
11 0 -1,682 0 50 3,64 1,36
12 0 1,682 0 50 10,36 1,36
13 0 0 -1,682 50 7 0,52
14 0 0 1,682 50 7 2,2
PC1 0 0 0 50 7 1,36
PC2 0 0 0 50 7 1,36
PC3 0 0 0 50 7 1,36
Tabela 5.3 - Niveis de varidveis no planejamento experimental padréo.
Valores codificados -1 0 1
Rotagéao (rpm) 450 620 790

Teor de enzima (%) 1,7 2,2 2,7




Tabela 5.4 - Valores reais e codificados para o planejamento de duas variaveis.

Experimento Valores Codificados Valores Reais

Rotacdo Teorde enzima Rotacdo (rpm)  Teor de enzima (%)

1 -1 -1 450 1,7
2 1 -1 790 1,7
3 -1 1 450 2,7
4 1 1 790 2,7
5 0 0 620 2,2
6 0 0 620 2,2
7 0 0 620 2,2

5.3.1.1. Testes preliminares

Inicialmente, duas enzimas lipases, cedidas pela empresa LNF Latino
Americana, Lipozyme TL IM e Lipozyme RM IM, foram testadas a fim de se
avaliar qual atingiria maior converséo. Os testes foram realizados utilizando-se 30
gramas de 6leo, 3 gramas de agua deionizada e 1,36% de enzima em massa total
de substrato. A reacgao foi feita em reator de vidro (Erlenmeyer - 125 mL) dentro
de uma incubadora refrigerada com agitacao de 130 rpm e temperatura de 55°C,

durante 2 horas.

5.3.1.2. Planejamento experimental

Os resultados dos planejamentos experimentais foram analisados
estatisticamente por meio do teste t-student. O nivel de significancia foi de 95%. O
grafico de Pareto e a Metodologia de Superficie de Resposta (RSM) foram
utilizados para analisar a conversdo de AGL como uma funcdo das variaveis
independentes. As equacdes RSM (Equacéo 2) levam em conta apenas 0S
coeficientes significativos. O f-teste foi realizado para determinar a qualidade de
ajuste do modelo obtido. Nas analises estatisticas o software Statistica 7.0
(Statsoft, Inc., EUA) foi utilizado.
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Y = Bo+ B1. Xy + B2 Xy + 3. X3 + P11 X1% + Paz- Xo® + Paz. X3* + P1g. X1. X

(2
+ B13-X1. X3 + B23.X5. X3

Em que:
Y= funcéo resposta;
Bo= coeficiente relativo a intercepc¢do do plano com o eixo de resposta;

B1, B2€ B3 = coeficientes lineares estimados;
B2, P11 € P33 = coeficientes quadraticos estimados;

B12- B13€B.3= coeficiente de interacdo entre as variaveis;

5.3.1.3. Cinética

Testes cinéticos em diferentes temperaturas (50°C, 55°C e 60°C) também
foram realizados. Para tanto, 25 gramas de 6leo de crambe foram pesadas em
balanca analitica diretamente em um reator de vidro (Erlenmeyer - 125 mL). Em
seguida 2,2%, em massa total de substrato, de enzima e &gua destilada (razéo
molar agua/éleo 10) foram pesadas e adicionadas ao reator. Essas reacfes foram
realizadas com nivel de rotacdo de 790 rpm, utilizando-se a chapa agitadora
magnética para agitacdo e aquecimento. Passado o tempo determinado as
amostras foram filtradas para analises de acidos graxos livres. As rea¢cdes foram
realizadas nas condi¢cGes 6timas encontradas, e experimentos foram feitos para

cada determinado tempo de reacao.

5.3.2. Reacdao de esterificacdo

A etapa de esterificacéo foi realizada a partir dos acidos graxos livres obtidos
a partir da condicdo otima de hidrolise do 6leo. Dez gramas de 6leo hidrolisado e
2,17 gramas (5% em massa total de substrato) de catalisador (Amberlyst 15®)
foram pesadas e adicionadas a um baldo de trés bocas, assim como 38 ml de

metanol (raz&o molar 30:1 entre metanol/0leo), a alta razdo molar foi escolhida de
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maneira a existir excesso de metanol durante todo o tempo de reacéo, j4 que o
metanol evapora e o volume do baldo ndo era completamente preenchido. O
baldo foi conectado a um condensador a fim de condensar o metanol evaporado e
a agitacdo e aquecimento foram feitos a partir de uma chapa de agitacdo
magnética com controle de temperatura. Ao final de 4 horas de reacdo, o
conteudo do baldo foi filtrado, por meio de papel filtro para retirada do catalisador,
em seguida seco em estufa a 70°C por 12 horas para posterior analise de ésteres

por meio de cromatografia gasosa.

5.4. MODELAGEM MATEMATICA

Neste trabalho, foi descrita, por meio de modelagem matematica, a cinética
reacional da hidrolise enzimatica do 6leo de crambe em sistema fechado e
batelada. A enzima utilizada para obtencdo dos dados experimentais foi a lipase
comercial Lipozyme RM IM, sem adicdo de solvente ou surfactante. Na

elaboracdo do modelo matemético foram consideradas as seguintes hipoteses:

(1) a Hipotese do Estado Pseudo-Estacionario (HEPE), a qual considera
que, como um intermediario reativo reage tdo rapido quanto é
formado, a velocidade de formacédo do intermediario ativo resultante é
nula (FOGLER, 2009);

(i) cinética de Michaelis-Menten;

O mecanismo proposto para a reacdo € apresentado pelas Equacdes (3) a

(11).
E

TG + H,0 »DG+AGL @)
E

DG + Hy0 >MG+AGL (4)
E

MG + Hy0 > GL+AGL ()

Entretanto, as reacbes (3), (4) e (5) possuem reacdes intermediarias. A
reacao (3) é intermediada pelas reacdes (6) e (7), a reacdo (4) € intermediada

pelas reagbes (8) e (9) e a reagao (5) pelas reacbes (10) e (11), onde
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[TG.E],[DG.E] e [MG.E] representam o0s complexos formados por tri, di e

monoacilglicerideos, respectivamente, com a enzima.

Ky

_)

TG+ E |[TG.E]
P
K3

K
[TG.E]+ H,0 > DG + AGL + E
Ky
_)
DG + E [DG.E]
P
Ks
K,
[DG.E] + H,0 > MG + AGL + E
K7
q
MG +E [MG.E]
P

Kg

K.
[MG.E] + H,0 > GL + AGL + E

Aplicando o balanco molar

(6)

()
(8)

(9)
(10)

(11)

para cada espécie e considerando a

produtividade com base na estequiometria, obtém-se o modelo da cinética

enzimatica para as diversas espécies envolvidas no mecanismo de producdo de

acidos graxos, conforme as equacbes (12) a (25),

representam as velocidades de reagéo para cada componente.

d(c

(%(t)) = 176 (t)

d(c

(%(t)) = 1pg () — 16 (t)

d(c

(#(t)) = 1 (t) — Tpg ()
d(%to(t)) = 1pg(6) + 176 (6) + T ()
d(C

%(t)) = —Tug(t)

Wao®) @) = rro®) = (®

E pela consideracédo de HEPE, tem-se que:

d(Crge(®)

dt =176 () =0

onde 7rg, Tpg € Tye

(12)

(13)

(14)

(15)

(16)

17)

(18)
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d(Cpg.(t)) (19)

dt =Tpe.E)(t) =0
d(c 20
( MC(i;.tE(t)) = ries (8 = 0 (20)

As taxas dos complexos  enzimaticos 1ir¢ g}, [pc.E] € Tme.gforam

representadas pelas Equacoes (21), (22) e (23). Estas equacdes foram utilizadas

para calcular as concentracdes dos complexos enzimaticos.

Tir6.6/(t) = K1. Crg(6). Cg(t) — K. Crg 1 (t) — K3. Cpy, o (). Cirg.p(8) = 0 (21)
T(p6.E)(t) = K4 Cpg(£). Cp(t) — Ks. Cipg.p)(t) — K. Cr,o (1) Cipe.p) () = 0 (22)
Time.g](£) = K7.Cyg(t). Ce(t) — Kg. Cime.p)(t) — Ko. Cy, 0 (). Cimg.p(8) = 0 (23)

As taxas das reacdes para triglicerideos, diglicerideos e monoglicerideos

foram representadas pelas Equacdes (24), (25) e (26).

111 (t) = —K1. Crg (t). Ce(t) + K. Cirg g1 (1) (24)
Tip6) () = —K4. Cpg (£). Cg(t) + K. Cirg.51(1). Ch,0 (£) + Ks. Cipg.p) (1) (25)
Time)(t) = —K7.Cyg (). Cp(t) + Kg. Ciye.5)(8) + Ko Cipg.p1 (). C,o (£) (26)

Dessa forma, a partir da manipulacdo matematica, foi possivel chegar-se as

seguintes taxas de reacdes:

_ —Km,, (). Km(t). Vmax,. Cr¢ (t) (27)
610 = e 0 Ky (0 Kmo(0) + Cra Ky (6). Kmo(0) + Cog (KM (0. Ko (0) + Cong (K0 (0). Ky (6)

B —Km,(t). Km (t). Vmax,. Cpg (t) (28)
10618 = R ) Kt (0. Ko (0) F Cg QR (). Kmo(2) + Cog (K (). Ko () + Corg (ORmia (). Kty ()

_ —Km,(t). Km, (t). Vmax,. Cyc (t) (29)
Mg (8) =

Kmg (£). Kmy, (£). Kmg(t) + Crg (O)Kmy, (£). Km (t) + Cpg () Kmq (). Km(t) + Cy () Km, (t). Kmy, (t)

Em que a concentracdo enzimatica € dada pela Equacdo (30) e os

parametros de Michaelis-Mentens séo dados pelas reacdes de (31) a (36).

Ctg = Cg(®) + Cire.51(t) + Ciue.p1(t) + Cipg.r) (1) (30)
Vmax, = K3.Cy,o(t).Ctg (31)
Vmax, = K. Cy,o(t).Ctg (32)
Vmax, = K. Cy,o(t).Ctg (33)
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_ Ky + Ks.Cypo(8) (34)

Km, X,

Ks + Kg. Cy,0(t) (35)
Kmb = K4

Kg + Ko.Cpy,0(t) (36)
Km, = K,

As condicdes iniciais sdo apresentadas pelas equacfes de (37) a (42). Os

valores foram calculados com base na massa total de substratos agua e 0leo:

Cr¢(0)=0,85 TZ—(; (37)

CDG(O) =0 (38)

Cme (0) =0 (39)

Ce(0)=0 (40)
l

Cou(0) = 0,18 T “1)

mol (42)

CHZO(O) = 8,53 K_g

Os parametros do modelo matematicos (K1, Kz, K3, K4, Ks, Kg, K7, Kg € Ko)
foram estimados a partir dos dados experimentais da cinética da hidrélise
enzimatica do 6leo de crambe (teor de acidez do 6leo) e da minimizacdo da
funcdo objetivo representada pela Equacdo (43). O método de otimizagéo
simplexDowhill desenvolvido por Nelder e Mead (1965) foi utilizada na busca do

minimo da funcao objetivo.

N _ 2 43)
N (Aclk] = Cagr (LK) (
b=, ( AcV] )
K=1
Em que:

k= parametro de variacdo de 1 a N;
Ac= Acidez experimental,
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Cyc(t)=Concentracdo de acidos graxos livres em relacdo ao tempo;
N = numero de experimentos;

Dessa forma, a partir do modelo proposto, equacdes de (6) a (11), as
equacodes de (12) a (43) puderam ser utilizadas para modelar o comportamento e
determinar os parametros cinéticos das reacdes de hidrolise do 6leo de crambe.
Para a solucdo do modelo matematico foi utilizado o método numeérico de

Rosenbrock, utilizando o software Maple®.
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6. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1. CARACTERIZACAO DO OLEO DE CRAMBE

O dleo vegetal utilizado nesse trabalho foi o 6leo de crambe bruto, o qual foi
extraido pelo processo de prensagem a frio. A acidez do 6leo foi medida a partir

do método de titulacdo, sendo obtido um valor de 6,83 +0,12%.

Além da medida da acidez, por meio de cromatografia gasosa, foi
determinado o perfil de &acidos graxos do Oleo de crambe empregado neste
trabalho. Na Tabela 5.1 sdo apresentados os resultados das porcentagens de
cada acido graxo presente no 6leo de crambe, assim como sua respectiva massa
molecular, as quais foram obtidas na literatura (Moller, 2011). Com base nos
resultados apresentados na Tabela 5.1 foi possivel calcular a massa molecular
média dos &cidos graxos presentes no 6leo de crambe, a qual foi utilizado para
calcular a acidez do o6leo. O valor da massa molecular média calculada foi de
317,98 g/mol.

A alta concentracdo de acido erucico (~58%) é o que distingue o Oleo de
crambe dos demais 6leos vegetais. Resultados obtidos por White et al. (1972),
Leonard (1993) e Laghetti et al. (1995), confirmam que o perfil de acidos graxos
desse 6leo apresenta mais de 56% de acido erdcico, acido esse que contem 22

atomos de carbono e apenas uma ligacao dupla.

A partir da andlise do perfil de acidos graxos observa-se que estdo
presentes os trés tipos principais de acidos graxos em triglicerideos, os saturados
(Cn:0), monoinsaturados (Cn:1) e poli-insaturados(Cn:2,3), sendo que percentuais
foram de 6,75%, 80,55% e 12,78%, respectivamente para cada tipo de acido
graxo. De acordo com Ramos et al. (2009), o biodiesel sintetizado a partir de
Oleos vegetais ricos em acidos graxos monoinsaturados apresentaram melhores
propriedades globais, como o numero cetona, indice de iodo e estabilidade a
oxidacdo. Assim, o 0leo de crambe é uma potencial matéria-prima para producao

de biodiesel.
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Tabela 6.1 - Analise dos acidos graxos presentes no 0leo de crambe.

Acido graxo Nome comum Porcentagem Massa moleculart
(%) (9/mol)
C16:0 Palmitico 1,9 £0,098 256,432
C16:1n-7 Palmitoléico 0,2 £ 0,009 254,432
C18:0 Esteérico 1,0 £ 0,027 284,486
C18:1n9 Oléico 17,4 + 0,427 282,486
C18:1n7 cis-vacénico 0,5+ 0,029 282,486
C18:2n-6 Linoléico 7,5+0,184 280,486
C18:3n-3 Linolénico 4,2 £0,419 278,486
C20:0 Araquidico 1,2 £ 0,002 326,567
C20:1n-9 Gadoléico 4,1+0,010 310,540
C20:2n-6 Eicosadiendico 1,1+ 0,008 308,540
C22:.0 Behénico 2,2 +0,063 340,594
C22:1n-9 Erlcico 58,4 + 0,825 338,594
C24:0 Lignocérico 0,4 + 0,026 368,648

1Fonte: Anders Moller, Danish Food Information, 2011.

6.2. HIDROLISE ENZIMATICA

Duas diferentes enzimas lipases foram testadas a fim de se avaliar qual
delas promove a maior taxa de conversdo do Oleo de crambe a &cidos graxos
livres. Os resultados indicaram que a lipase RM IM é mais ativa na reacao, sendo
gue a conversao do 6leo em acidos graxos livres, em duas horas de reacao, 130
rpm, 10% em massa de agua e 1,36% (em massa total) de enzima foi de 16,2%,
enquanto areacdo com a lipase TL IM nas mesmas condi¢des apresentou 10,4%
em conversdo. Dessa forma, a lipase lipozyme RM IM foi selecionada para

realizar os demais ensaios.

51



6.2.1. Planejamento fatorial completo 23

As reacdes de hidrolise enzimética foram realizadas avaliando-se os efeitos
de temperatura (41,6°C; 45°C; 50°C; 55°C e 58,4°C), razdo massica de
catalisador/substrato (0,52%; 0,86%%; 1,36%%; 1,86% e 2,2%) e razdo molar
agua/dleo (3,64:1; 5:1; 7:1; 9:1; 10,36:1). Tais condi¢cdes de temperatura e razao
massica de catalisador foram definidas com base no trabalho desenvolvido por
Voll et al. (2012) e as condi¢cdes de razdo molar agua/éleo foram definidas de
maneira a garantir excesso de agua na reacdo. Os resultados do planejamentos

sdo mostrados na Tabela 5.2.

Tabela 6.2 - Valores de acidez para os experimentos do planejamento experimental DCCR.

Experimento T (°C) A/O m/m (%) Acidez (%)
1 45 5 0,9 17,7
2 55 5 0,9 19,1
3 45 9 0,9 18,3
4 55 9 0,9 19,9
5 45 5 1,9 27,4
6 55 5 1,9 34,4
7 45 9 1,9 29,1
8 55 9 1,9 33,3
9 41,6 7 1,4 22,9
10 58,4 7 1,4 30,1
11 50 3,6 1,4 24,4
12 50 10,4 1,4 27,7
13 50 7 0,5 14,4
14 50 7 2,2 35,1

PC1 50 7 1,4 25,7
PC2 50 7 1,4 27,6
PC3 50 7 1,4 25,7

Baseado nos resultados da acidez, apresentados na Tabela 5.2 observa-se
um rendimento de até 35% em acidez na condicdo e maior razdo massica de
catalisador/substrato (2,2%) e pontos centrais de temperatura (50°C) e razédo

molar agua/oleo (7), o que apesar de ndo ser uma conversao alta, foi um
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resultado consideravel para o tempo de 4 horas de reacdo. Para avaliar os efeitos
das variaveis e de suas interacdes foi construido, a partir do software Statistica, o
grafico de pareto, por meio do qual do qual foi possivel observar que a nivel de
significancia de 95% a temperatura linear e razdo massica de catalisador linear se
mostraram relevantes (p-valor<0,05), sendo que a razdo massica de
catalisador/substrato foi a varidvel que apresentou o maior efeito. A Figura 5.1
mostra os efeitos na forma padronizada, com a linha vertical representando o

nivel de significancia de 95%.

e
(2/0(L) 7///%--80
% -
reoxe) e

1Lby2L %,11
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()T {*C)L

—

.54
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Figura 6.1 - Diagrama de pareto para a producdo de AGL, sob um intervalo de 95% de
confianga.

A partir do software Statistica e levando em conta somente as variaveis
significativas uma tabela de efeitos e coeficiente de regresséao foi feita, com nivel
de significancia de 95%, para posterior construcdo do modelo que represente a
acidez do processo (Equacédo 43). Na Tabela 5.3 estdo apresentados os valores
dos efeitos, assim como p-valores, erro-padréo e coeficientes de regressao para
cada variavel significante do processo.
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A verificagdo da validade do modelo foi realizada pela anélise do teste de
Fisher. Quando Fcac>Fwpy 0 modelo é valido e se ajusta bem aos dados
experimentais. A Tabela 5.4 mostra a andlise da variancia para o delineamento,
bem como, o valor de Fyp € Feac. O coeficiente de regressdo encontrado foi de
0,955, o que significa que a conversao em &cidos graxos como funcéo do teor de
catalisador e temperatura pode ser bem explicada pelo modelo apresentado pela

Equacéao (43).

Tabela 6.3 - Efeitos e coeficiente de regressao para a acidez, para um intervalo de confianca
de 95%.

Variavel Efeito Erro Padréo p-valor Coeficiente
Média/Intercepto. 25,53090 0,281564 0,000000 25,53090
(1)Temperatura(L) 3,85436 0,628508 0,003583 1,92718
(3)ym/ m(L) 12,25307  0,625017 0,000040 6,12653
R2=0,955

Acidez = 25,53 + 1,93.(T) + 6,13.(m/m) (43)

Tabela 6.4 - Andlise da variancia para o DCCR para o AGL.

Fonte de variagcéo SQ GL QM Fealc Fab
Regresséo 568,56 2 284,28 148,19 3,74
Residuos 26,86 14 1,92
Total 595,42 16

A Figura 5.2 mostra a distribuicdo dos valores preditos em relacdo aos
valores observados. A distribuicdo aleatéria dos residuos em torno da linha do
modelo indica que o modelo ndo é tendencioso nem evidencia a necessidade de

um ajuste de maior ordem.
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Figura 6.2 - Distribuicdo dos valores observados versus valores preditos.

A partir do modelo foram construidas superficies de resposta para acidez em
funcdo da temperatura versus razdo massica de catalisador/substrato,
temperatura versus razdo molar A&gua/dleo e razdo massica de
catalisador/substrato versus razdo molar agua/dleo. As superficies de resposta
sdo apresentadas nas Figuras 5.3, 5.4 e 5.5. Observa-se que 0s pontos de
maiores conversfes obtidos nas superficies de respostas sdo atingidos nas
condicdes extremas, com excecdo da razdo molar agua/dleo cujas superficies,
gue permanecem constantes ao longo das faixas de tal efeito, evidenciam a falta

de significancia nas condi¢des estudadas.

Observa-se na Figura 5.3 que uma acidez de aproximadamente 45% seria
alcancada no ponto 6timo do estudo a 60°C de temperatura e razdo m/m de 2,4%,
no ponto central da razdo A/O. J4 a Figura 5.4 indica que no maximo 28% em
acidez seria atingida nas condi¢des 6timas de temperatura e no ponto central da
razdo m/m. Considerando o ponto central de temperatura e nas condi¢des G6timas

das razbes A/O e m/m uma acidez de aproximadamente 35% seria atingida.
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Figura 6.3 - Influéncia da Temperatura e da razdo méssica de catalisador sobre a acidez.
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Figura 6.4 - Influéncia da Temperatura e da Razao molar agua/éleo sobre a acidez.
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Figura 6.5 - Influéncia da Razédo massica de catalisador/substrato e da Razdo molar
agua/dleo sobre a acidez.

Os resultados do planejamento indicaram que dentro das condi¢cdes
estudadas o ponto 6timo de temperatura € de aproximadamente 60°C, sendo que
58°C foi a temperatura limite utilizada. Para se certificar de tal resultado trés
testes foram feitos para avaliar o efeito de uma temperatura mais elevada na taxa
de conversdo da hidrélise enzimatica do Oleo de crambe. Esses testes foram
realizados com nivel de rotacdo de 790 rpm, razdo massica de
catalisador/substrato de 2,2% e razao molar agua/éleo de 10. Os resultados
mostraram que a temperatura de 70°C a conversao atingiu 18,2%, um valor muito
abaixo do esperado, demonstrando que a enzima é termo ativa, e a temperatura
de 70°C faz com que a enzima perca atividade. O mesmo experimento feito a
temperatura de 65°C atingiu boa conversao em 24 horas, 66,5%, porém passadas
48 horas a conversdao aumentou somente para 67,2%, o que evidencia que a
enzima pode ter desativado com a temperatura ao longo do tempo ou atingido a
conversédo de equilibrio. A temperatura de 60°C a reac&o atingiu 65,4% em acidez

em 24 horas e 75% apos 48 horas. Dessa forma, conclui-se que a temperatura de
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60°C é a indicada para realizar as rea¢cfes de hidrolise enzimética do 6leo de

crambe.

Cheong et al. (2007) em seus estudos sobre producédo de diacilglicerois a
partir de 6leo de palma concluiram que a temperatura 6tima para a reagcao de
hidrélise utilizando Lipozyme RM IM € de 65°C. Lo et al. (2004) também
verificaram a temperatura 6tima de 65°C para a hidrélise parcial de 6leo de soja
empregando Lipozyme RM IM. Em geral a alta temperatura diminui a viscosidade
do meio reacional e, portanto aumenta a interacao entre as moléculas de enzima
e substrato (Lo et al., 2004). Segundo Malcata et al. (1992), para a maioria das

lipases imobilizadas a faixa 6tima de temperatura reacional é de 30°C a 62°C.

Por meio dos estudos estatisticos foi possivel observar a maior importancia
da variavel razdo massica de catalisador no processo. Isso se deve ao fato de
gue como as condi¢cdes de rotacdo ndo estavam otimizadas, a maior massa de
catalisador proporcionou maior superficie de contato para a reacdo ocorrer. Dessa
forma, entende-se que a transferéncia de massa € um fator determinante. Além
disso, devido ao custo elevado da enzima, deveria se fazer um estudo envolvendo
a variavel rotacdo para maximizar a hidrolise do 6leo de crambe. Cheong et al.
(2007) obtiveram resultados semelhantes demonstrando que o teor de enzima é o
fator mais significativo na hidrolise enzimética envolvendo Lypozyme RM IM e
Oleo de palma, seguida pelo efeito da temperatura e por ultimo a concentracdo de

agua é o fator menos importante.

Voll et al. (2012) estudaram o efeito da concentracdo de enzima na reacao
de hidrdlise do 6leo de palma realizando experimentos a 0,68%, 1,36% e 2,04%
em relacdo a massa de substratos (aAgua e 6leo de palma). Observaram que um
aumento na concentracdo de enzima de 0,68 para 1,36% provocou um aumento
consideravel na velocidade de reacdo da hidrélise do 6leo de palma, porém o
aumento da concentracdo de 1,36% para 2,04% apresentou um aumento sutil na
velocidade da reacdo. Tal comportamento ndo foi identificado no presente
trabalho, onde a concentracdo enzimatica foi o fator que mais contribuiu para o
aumento da conversdo, o que pode ser devido ao menor nivel rotacional

empregado.
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Outra observacdo que se faz é que a razdo molar agua/dleo nao foi
significante para o processo, 0 que pode ter sido resultado da faixa de estudo
determinada, a qual foi escolhida de modo a garantir em todas as reacles
excesso de agua no meio reacional. Segundo Colombie et al. (1998), um
microambiente eficiente para a hidrélise de dleos requer uma razdo Otima entre
agua e Oleo na reacdo. Alguns autores, tais como Colombie et al. (1998), Yan e
Nagahama (2003) e Ting et al. (2006), estudaram o efeito da razdo agua/dleo na
reacao de hidrélise enzimatica e verificaram que baixas concentracfes de agua
podem alterar o equilibrio termodinamico da reagéo favorecendo a esterificacao.
Assim, altas concentracdes de agua sdo necessarias para favorecer a reacao de
hidrolise. Segundo Yan e Nagahama (2003) a atividade hidrolitica das lipases é
conhecida por aumentar conforme o aumento da agua. Como tal resultado nao
apresentou significancia no estudo, conclui-se que toda a faixa estudada esta
adequada para que a reagao ocorra.

6.2.2. Planejamento fatorial 22

Para maximizar o rendimento da reagdo sem aumentar excessivamente a
razao massica de catalisador/substrato, ja que a enzima representa um custo
elevado para o processo, foi realizado um planejamento 22 para se avaliar o efeito
de transferéncia de massa a partir das variaveis rotacdo e razdo massica de

catalisador/substrato.

As reacdes de hidrélise para o planejamento 22 foram realizadas nas
condicdes de 60°C e razdo molar agua/6leo 10:1 utilizando, para tanto, um
agitador magnético. As amostras, resultantes da reacdo de hidrélise, foram
tituladas com solucdo de NaOH para determinacdo da acidez. Os efeitos
avaliados foram razdo massica de catalisador/substrato (1,7%, 2,2% e 2,7%) e
nivel de rotacdo (620 rpm, 790 rpm e 450 rpm). A condicdo Otima de razao
massica de catalisador/substrato foi definida como ponto central e os niveis de

rotacao foram definidos de acordo com a capacidade do equipamento utilizado.
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Os resultados da acidez das amostras estdo apresentados na Tabela 5.5.
Observa-se que a reacao atinge 46,3% em acidez nas condicbes maximas, o que
representa um bom incremento considerando o estudo anterior no qual o valor
maximo de 35% foi alcancado. Para avaliar os efeitos das variaveis e de suas
interacOes foi construido, a partir do software Statistica, o grafico de pareto, a
partir do qual foi possivel observar que a nivel de significancia de 95% ambos os
efeitos rotacdo e razdo massica de catalisador se mostraram relevantes (p-
valor<0,05), sendo que a interacdo entre os dois fatores nao foi significativa e o
nivel de rotagcéo apresenta o maior efeito. A Figura 5.6 mostra os efeitos na forma
padronizada, com a linha vertical representando o nivel de significancia de 95%.

A partir do software Statistica e levando em conta somente as variaveis
significativas uma tabela de efeitos e coeficiente de regresséao foi feita, com nivel
de significancia de 95%, para posterior construcdo do modelo que represente a
acidez do processo, equacao (44). Na Tabela 5.6 estdo apresentados os valores
dos efeitos, assim como p-valores, erro-padréo e coeficientes de regressao para
cada variavel significante do processo.

Tabela 6.5 - Valores de acidez para os experimentos do planejamento experimental 22

Experimento R (rpm) m/m (%) Acidez (%)
1 450 1,7 34,3
2 790 1,7 42,2
3 450 2,7 36,0
4 790 2,7 46,3
5 620 2,2 36,6
6 620 2,2 36,7
7 620 2,2 36,0
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Figura 6.6 - Diagrama de pareto para a producdo de AGL, sob um intervalo de 95% de
confianga.

Com base nos coeficientes de regressdo e nos p-valores (Tabela 5.6) foi
proposto um modelo empirico (R?=0,82) para descrever a acidez final em funcéo
das variaveis selecionadas. O modelo representado pela equacéo (44).

Tabela 6.6 - Efeitos e coeficiente de regresséo para a acidez, para um intervalo de confianca
de 90%.

Variavel Efeito Erro Padrédo p Coeficiente
Média/Intercepto 38,30000 0,143095 0,000014 38,30000

(1R 9,10000 0,378594 0,001726 4,55000
(2)m/m 2,90000 0,378594 0,016620 1,45000
R2=0,82
Acidez = 38,3 + 4,55(R) + 1,45(m/m) (44)
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A verificagdo da validade do modelo foi realizada pela anélise do teste de

Fisher. Quando Fcac>Fwpy 0 modelo é valido e se ajusta bem aos dados

experimentais. A Tabela 5.4 mostra a analise da variancia para o delineamento

bem como o valor de Fp € Feae. O coeficiente de regressao encontrado foi de

0,955, o que significa que a conversao em &cidos graxos como funcéo do teor de

catalisador e temperatura pode ser bem explicada pelo modelo apresentado pela

Equacédo (44). A Figura 5.7 mostra a distribuicdo dos valores preditos em relacéo

aos valores observados. A distribuicdo aleatoria dos residuos em torno da linha

do modelo indica que o modelo ndo é tendencioso nem evidencia a necessidade

de um ajuste de maior ordem.

Tabela 6.7 - Andlise da variancia para o DCCR para o AGL.

Fonte de variagéo SQ GL 0]}V Feac Fian
Regresséo 91,22 2 45,61 9,11 6,94
Residuos 20,02 4 5,01
Total 111,24 6
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Figura 6.7 - Distribuic&o dos valores observados versus valores preditos.
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A partir do modelo foi possivel a constru¢do de uma superficie de resposta,
representada pela Figura 5.8, a partir da qual é possivel observar a tendéncia do
modelo ao se variar os efeitos abrangidos por esse estudo. O pico da superficie,
condicdo O6tima, foi atingido nas maiores condicbes estudadas, o que pode
significar que um resultado melhor poderia ser obtido a partir do incremento de
rotacdo e teor de catalisador, porém o estudo foi feito em condi¢des limites de
agitacdo pelo equipamento utilizado, além disso, um experimento foi realizado
utilizando-se um agitador mecéanico de hélice sob agitacdo de 360 rpm nas
mesmas condi¢des anteriores e razdo massica de catalisador/substrato de 2,2%,
sendo que as enzimas perceptivelmente desativaram, fazendo com que o0s
substratos adquirissem coloracdo esverdeada e ndo alcancasse uma conversao
elevada (19% em acidez).

TR
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Figura 6.8 - Influéncia da rotacdo e razdo massica de catalisador/substrato na acidez.

Babicz et al. (2010) confirmaram a desativagao das enzimas lipoliticas com o

uso de agitacdo mecanica avaliando o efeito da agitacdo na hidrdlise parcial do
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O0leo de soja com diferentes enzimas lipases (Lipozyme RM IM, TL IM e
Novozyme 435) e verificando que todas apresentaram melhor conversdo em DAG
a baixas velocidades de rotacéo, pois taxas de agitacédo elevadas podem danificar
0 suporte da enzima comercial ou jogar a enzima suportada para a parede do
recipiente de reacdo e fora da solucdo, diminuindo a capacidade -catalitica.
Goncalves et al. (2012) estudaram o efeito da rotacdo na reacdo de hidrolise
parcial do 6leo de palma empregando um agitador mecéanico e as enzimas PS IM
Amano e Lipozyme TL IM obtendo também efeitos negativos para o fator rotacéo
para ambas enzimas. Os autores concluiram que velocidades mais baixas de
agitacdo devem ser usadas apenas para promover o efeito de mistura necessario

em meios de alta viscosidade, como é o caso.

Noor et al. (2003) estudaram o efeito de algumas variaveis operacionais na
velocidade inicial da reacdo de hidrdlise do 6leo de palma por uma lipase em
solucéo liguida (lipase-SP398). Os autores avaliaram o efeito da velocidade de
agitacdo, variando entre 250 e 2000 rpm em um agitador com pas de hélice, e
observaram que a velocidade inicial de reacdo é maior para maiores velocidades
de agitacdo. Esse comportamento foi atribuido ao aumento da area interfacial
entre o 6leo e a enzima presente na fase aquosa pela diminuicdo do tamanho das
goticulas de 6leo dispersas, o que também influencia no caso do uso da enzima
sélida, Lipozyme RM IM, pois a maior agitacdo forneceu melhor emulsificacdo
entre O0leo e agua facilitando a reacdo e o contato dos substratos com o
catalisador. Entretanto, ressalta-se que 0s autores levaram em conta apenas as
velocidades iniciais de reacéo e, portanto, a desativacdo por cisalhamento n&o foi
considerada.

Os mesmos autores verificaram também que, para uma mesma rotacao
(1000 rpm), o uso de um agitador de dispersdo promoveu maiores velocidades
inicias de reacdo quando comparado ao agitador com pas de hélice. Essa
diferenca se mostrava mais significativa quanto maior o valor da razéo 6leo-agua
(V/V) no sistema. Dessa forma, levando em conta os resultados obtidos no
presente trabalho observa-se que a agitacdo magnética € mais adequada para a

reacdo de hidrolise envolvendo enzimas lipoliticas.
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Al-Zuhair et al. (2003) empregou um agitador magnético para avaliar o efeito
da agitacdo na hidrolise enzimatica de 6leo de palma, estudando uma faixa de
800 rpm a 1300 rpm, e obteve o melhor resultado no maior valor de agitacao
concluindo que o aumento da agitacdo aumenta a area interfacial diminuindo as

goticulas de 6leo e causando uma melhor conversao.

Como é possivel se observar o fator rotacdo apresenta o efeito mais
significativo de todo o estudo envolvendo a hidrolise enzimatica, dessa forma
justifica-se um estudo aprofundado do fator rotacdo assim como a busca por um

equipamento que permita maiores niveis rotacionais sem danos a enzima.

6.2.3. Cinética da hidrdlise enzimatica do 6leo de crambe

Foram realizados experimentos em 3 diferentes temperaturas (50°C, 55°C e
60°C) a fim de avaliar a cinética da reacdo de hidrdlise enzimatica do 6leo de
crambe. As condicbes utilizadas foram nivel de rotacdo de 790 rpm, razdo
massica de catalisador/substrato de 2,2% e razdo molar 4gua/dleo de 10:1. As
condi¢cBes foram definidas de acordo com o ponto 6timo para a agitacdo e razao
molar agua/odleo, porém levando em conta o fator econbmico e como a enzima
representa um alto custo, a quantidade da mesma foi definida de acordo com o
ponto central do ultimo planejamento. Os resultados cinéticos dos experimentos
de hidrolise do 6leo de crambe estdo apresentados pelas Tabelas 5.8, 5.9 e 5.10
e Figuras 5.8, 5.9 e 5.10.
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Tabela 6.8 — Resultados de acidez e desvio padrdo do teste cinético a 60°C.

Experimento

Tempo (horas)

Acidez (%)

Desvio Padrao

0 0 6,8 0,163
1 3 36,6 3,811
2 6 50,7 3,958
3 12 62,8 1,299
4 18 67,7 1,004
5 24 73,4 1,050
6 30 76,5 0,507
7 40 77,3 2,192
8 50 71,3 0,420
9 60 71,0 0,030
10 70 57,4 0,109
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Figura 6.9 - Cinética da hidrélise enzimética do 6leo de crambe. (T = 60°C, rotacdo = 790

rpm, razdo massica de catalisador/substrato = 2,2%).
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Tabela 6.9 — Resultados de acidez e desvio padrdo do teste cinético a 55°C.

Experimento

Tempo (horas)

Acidez (%)

Desvio Padrao

0 0 6,8 0,163
1 3 37,5 2,201
2 6 49,3 1,430
3 12 57,6 3,427
4 18 65,7 1,015
5 24 67,1 2,846
6 30 73,2 2,407
7 40 70,4 1,070
8 50 66,6 1,653
9 60 65,4 1,212
10 70 64,4 1,123
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Figura 6.10 - Cinética da hidrolise enzimatica do 6leo de crambe. (T =55°C, rotacao = 790
rpm, razdo méssica de catalisador/substrato = 2,2%).

67



Tabela 6.10 — Resultados de acidez e desvio padréo do teste cinético a 50°C.

Experimento Tempo (horas) Acidez (%) Desvio Padrao
0 0 6,8 0,163
1 3 36,5 2,469
2 6 48,7 2,6069
3 12 57,6 3,5209
4 18 65,1 2,8039
5 24 70,4 2,627
6 30 75,1 2,757
7 40 74,5 2,868
8 50 74,2 2,865
9 60 71,8 0,220

10 70 68,9 1,823
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Figura 6.11 - Cinética da hidrolise enzimatica do 6leo de crambe. (T =50°C, rotacao = 790
rpm, razdo méssica de catalisador/substrato = 2,2%).
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A Figura 5.12 reune as trés curvas de dados experimentais dos
experimentos cinéticos realizados, podendo se observar que a temperatura de
55°C as conversfes alcancadas foram as menores, enquanto as curvas de 60°C
e 50°C estdo mais proximas, sendo que a 60°C a queda no rendimento é maior

com o passar do tempo.
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Figura 6.12 - Cinética da hidrdlise enzimética do 6leo de crambe. (Rotacdo = 790 rpm, razéo
massica de catalisador/substrato = 2,2%, m = 60°C, e =55°C e A=50°C).

Em todos os casos avaliados é possivel observar que a acidez, a partir de
um tempo de 40 horas, diminui. Isto pode ser devido a reversibilidade da reacao.
A hidrolise de triacilglicerdis utilizando lipases € uma reacao reversivel e, portanto,
o equilibrio pode ser alterado a partir da variagdo da concentracdo de reagentes
elou produtos (Macrae e Hammond, 1985). Segundo Jaeger e Reetz (1998) as
lipases catalisam a hidrélise de ligagBes éster-carboxilicas de acilglicerois para
liberar acidos organicos e glicerol, podendo a reacdo inversa ocorrer em

ambientes pobres em agua, 0 que sugere que 0 excesso de agua utilizado na
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reacdo pode nédo ter sido suficiente ou pode ter havido perda de agua com o

passar do tempo.

Nota-se que apesar da razdo molar de &gua nao ter apresentado
significancia no planejamento fatorial, tal fator pode ter sido determinante na
reversibilidade da reac&o a partir dos maiores tempos (> 40 horas) onde a agua
mesmo ndo sendo totalmente consumida também evapora e condensa na parede
do frasco onde a reacdo ocorre ficando fora da solucdo reacional, nesse caso é
importante que a agua seja utilizada em excesso. Porém, também se observa que
a partir do tempo de 30 horas a velocidade da reacéo ja decai consideravelmente

em todos 0s casos, ndo sendo necessario 0 uso de tempos superiores a esse.

Tsai e Shaw (1998) avaliaram a hidrolise enzimatica de Oleo de oliva
empregando a lipase Candida Rugosa em meio com solvente organico e
observaram que em geral, a velocidade da reacdo diminui ap6s 24 horas, a
temperatura de 35°C. As possiveis explicacdes para este comportamento € a
inibicdo por produtos, AGL, desativacdo da enzima, e adsorcdo de AGL na
interface organico-aquosa para impedir a difusdo do substrato e, por conseguinte,
a taxa de reacao (Tsai e Shaw, 1998).

A temperatura de 60°C foi a que possibilitou a maior conversdao em AGL,
porém nota-se que considerando os erros os resultados dos experimentos 6 e 7
das temperaturas de 60°C e 50°C sao equivalentes de onde pode conclui-se que
uma temperatura maior que 50°C ndo € necessaria e da mesma forma o tempo

de reacdo de até 30 horas é suficiente para atingir conversao maxima.

6.2.4. Modelagem matematica

A cinética enzimética do 6leo de crambe foi descrita por meio de modelagem
matematica. Nas Figuras 5.13, 5.14 e 5.15 s&o apresentados os valores
experimentais da acidez em funcdo do tempo, bem como os valores obtidos pelo
modelo. Na Tabela 5.11 sdo apresentados os valores dos parametros obtidos a
partir de um ajuste do modelo matematico aos dados experimentais cinéticos nas

temperaturas de 60°C, 55°C e 50°C. Baseado nestes resultados verifica-se que 0
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modelo descrito pelas Equacdes (12) a (42) descreveu satisfatoriamente os dados

experimentais.
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Figura 6.13 - Cinética da hidrdlise enzimatica do 6leo de crambe (T = 60°C, rotacdo= 790
rpm, razdo massica de catalisador/substrato= 2,2%). m Experimental — Simulado
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Figura 6.14 - Cinética da hidrdlise enzimatica do 6leo de crambe (T = 55°C, rotacdo= 790
rpm, raz8o méssica de catalisador/substrato= 2,2%). m Experimental — Simulado
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Figura 6.15 - Cinética da hidrdlise enzimatica do éleo de crambe (T = 50°C, rotagcao= 790

rpm, raz8o méssica de catalisador/substrato= 2,2%). m Experimental — Simulado

Tabela 6.11 - Valores dos parametros do modelo estimados para as cinéticas de 60°C, 55°C
e 50°C.

Parametro

Temperatura 60°C

Temperatura 55°C

Temperatura 50°C

Ki(Kg.ge™.h™)
Ko(mol.get.h™)
Ka(Kg.get.h™)
Ka(Kg.get.h™)
Ks(mol.get.h™)
Ke(Kg.ge™.h™)
K7(Kg.ge*.h™)
Kg(mol.get.h™h
Ke(Kg.ge*.h™)

0,18210
8,45200
0,07236
3,68700
0,33070
2,34400
0,00126
0,36430
6,35900

0,10920
4,96500
0,07335
6,30400
0,47440
1,12700
0,00074
2,12900
2,59500

0,11480
3,43500
0,04410
5,53500
0,54980
1,12400
0,00110
1,94200
1,83300

Observa-se que o parametro K; apresentou resultados semelhantes para as

trés temperaturas, ja a constante K, apresenta os valores mais elevados e é maior

na temperatura de 60°C, tal constante representa a velocidade da reacao inversa
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de triglicerideos, essa temperatura também apresentou os maiores valores entre
as constantes de formacao direta de DG, MG e GL, K3, Ks € Kg 0 que mostra que
a temperatura exerce efeito positivo na velocidade da reacdo, porém esse efeito
acontece nos dois sentidos da reacdo o que diminui a vantagem do uso da maior

temperatura, reforcando a concluséo de que a temperatura ideal seja a de 50°C.

6.3. ESTERIFICACAO DO OLEO HIDROLISADO

Foram realizados dois experimentos de esterificacdo empregando Oleo
hidrolisado (77% em acidez) obtido a partir da hidrélise enzimética do 6leo de
crambe (razdo massica de catalisador/substrato de 2,2%, razdo molar agua/éleo
de 10:1, nivel rotacional de790 rpm, temperatura de 60°C durante 40 horas), um a
65°C (experimento 1) e outro a 80°C (experimento 2), ambos empregando 5% em
massa de catalisador (Amberlyst 15®) metanol em excesso e 4 horas de reacao
sob agitacdo magnética. A analise dos ésteres metilicos foi feita por cromatografia
gasosa e 0s resultados obtidos foram de 40,4% para o experimento 1 e 48,9%

para o experimento 2 em ésteres metilicos.

Observa-se que a temperatura exerceu uma grande influéncia para os
experimentos e um incremento de temperatura pode conduzir a uma melhor
conversdo em ésteres, sendo especificado, porém, para tal resina que a

temperatura maxima de operacao € de 120°C.

Park et al. (2010) realizaram a esterificacdo de acido oleico empregando a
resina Amberlystl5 sob condi¢cbes de 60°C e 80°C e razdo molar 6leo/metanol de
1:3 reagindo por 6 horas e alcangaram conversfes em ésteres metilicos de 87% e
91% respectivamente. Tal trabalho ndo especifica concentracdo de catalisador e
agitagdo utlizadas no sistema. Talukder et al. (2009) realizaram estudo da
esterificacdo de acido graxo de palma destilado (AGPD) empregando 30% em
massa de catalisador Amberlyst 15, 25% em massa de AGPD de metanol,
temperatura de 60°C, velocidade de agitacdo de 250 rpm durante 7 horas
chegando a 97% de conversao em ésteres metilicos. Tais resultados demonstram

gue altas conversdes em ésteres podem ser obtidas empregando-se o catalisador
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amberlyst 15 a temperaturas relativamente baixas, como as empregadas no
presente trabalho, porém ressalta-se que o0s trabalhos citados empregaram
matérias-primas puras em acidos graxos livres, enquanto Oleo de crambe

hidrolisado com 77% em acidez foi empregado para as reacdes deste estudo.

Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos envolvendo o processo de
hidroesterificacdo, sendo que a maioria deles utiliza como catalisador para a
etapa de esterificacdo acido ou 6xido de niodbio, tais como De Sousa et al. (2010),
Cavalcanti-Oliveira et al. (2010), Freitas et al. (2008), Manco (2008), Almarales et
al. (2012) e Diaz et al. (2013).

Mesmo o trabalho ndo tendo atingido uma alta conversdo em ésteres
comparada a outros trabalhos, o resultado demonstra o potencial do processo,
sendo que condicbes amenas de temperatura e pressdo foram utilizadas. Além
disso, a partir da andlise dos resultados obtidos nos experimentos de hidrdlise
enzimatica foi possivel chegar a condi¢cdes 6timas de operacdo nas condicfes
avaliadas. Observou-se que as condicdes ideias obtidas foram de tempo reacional
de 30 horas, temperatura de 50°C, sendo a diferenca de conversdo quando
comparada com o uso de maior temperatura insignificante, razdo molar agua/éleo
de 10:1, apesar de nao ter sido fator significante ao primeiro planejamento, nota-
se que 0 excesso de agua precisa ser mantido ao longo de todo o tempo de

reacao, teor de catalisador de 2,7% e nivel rotacional de 790 rpm.
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7. CONCLUSAO

No presente trabalho as condi¢des ideais obtidas foram: tempo reacional de
30 horas, temperatura de 50°C, razdo molar agua/dleo de 10:1, teor de
catalisador de 2,7% e nivel rotacional de 790 rpm. Apesar da maior conversao em
AGL ter se dado utilizando-se a temperatura de 60°C, 70,4% em converséo,
observou-se que a diferenca foi pequena para a conversao alcancada quando a
temperatura de 50°C foi empregada, 68,2%, concluindo-se que o aumento acima
de 50°C nao seria economicamente viavel. A partir do primeiro planejamento
experimental conclui-se que o efeito da razdo molar agua/6leo néo foi significante,
porém tal efeito pode ter sido determinante no fato de que para tempos superiores
a 40 horas as conversdes diminuiram sugerindo a reversibilidade da reacdo. Ja o
efeito de raz8o massica de catalisador/substrato apresentou a maior significancia
ao primeiro planejamento fazendo-se concluir que a transferéncia de massa €é de
grande importancia ao processo e dessa forma um segundo planejamento foi
realizado a fim de se avaliar o efeito do nivel rotacional além do teor de
catalisador, sendo que o primeiro fator foi o0 mais significativo e a condicdo 6tima

foi alcancada no nivel maximo de agitacédo avaliado.

O estudo da rotacdo desenvolvido no trabalho apresentou dificuldades
devido as condi¢gBes operacionais disponiveis para os experimentos, sendo que a
rotacdo de 360 rpm em agitador mecanico ja compromete a enzima, e em
condicBes de até 790 rpm em um agitador magnético a reacdo atinge um maximo
fazendo-se necessario niveis ainda maiores de rotacdo para atingir um nivel

critico.

A partir do estudo cinético ainda foi utilizado um modelo da literatura para
descrever o processo e a partir disso obterem-se 0s pardmetros cinéticos

considerados nas equacdes do modelo.

O processo de hidroesterificacdo é um processo relativamente novo para a
producdo de biodiesel e apresenta a grande vantagem de viabilizar o uso de
varias matérias-primas, e ndo somente o 6leo refinado livre de &cidos graxos
livres que é empregado no processo de transesterificacdo que € amplamente

utiizado atualmente para a producdo de biodiesel. Dentre os trabalhos
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encontrados na literatura, muitos trabalham em condigcbes semelhantes para o
processo 0 que evidencia que h4 uma ampla faixa de varidveis e condi¢bes que
ainda podem ser estudadas de maneira a otimizar um processo que apresenta

futuro promissor.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Obtencdo de dados cinéticos detalhados da reacdo de hidrélise
enzimatica analisando além dos &cidos graxos livres também a
composicdo de monoglicerideos, diglicerideos e triglicerideos, em trés
diferentes temperaturas.

e Obtencdo de dados de estudo de variaveis, temperatura, razado
volumétrica agua e 0leo e razdo massica de catalisador/substrato, a
partir de um planejamento fatorial da reacao de hidrélise quimica.

e Obtencdo de dados de estudo de variaveis na conversdo em ésteres
do 6leo hidrolisado obtido a partir da reacdo hidrolitica com maior
rendimento.

e Investigacdo da reutilizacdo da enzima empregada nas reacdes de

hidrélise.
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