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RESUMO

A utilizacdo do biodiesel como substituto do dleo diesel é uma das alternativas que visa
minimizar a utilizacdo de combustiveis ndo renovaveis (petréleo) na matriz energética
mundial.Mundialmente, a producéo de biodiesel ocorre pelo processo de transesterificacao.
No Brasil, a matéria-prima mais utilizada para esta finalidade é o 6leo de soja. Uma nova
rota que se mostra promissora para a producdo de biodiesel é o processo de
hidroesterificacdo. Desta maneira, 0 presente trabalho objetivou avaliar a hidrdlise
enzimatica do Oleo de soja, utilizando a enzima comercial Lipozyme TL IM como
catalisador da reagdo. Foram realizados ensaios de hidrolise do 6leo de soja em sistema
fechado e batelada, baseados em dois planejamentos experimentais (Placket-Burmann e
DCCR), visando avaliar os efeitos das variaveis envolvidas no processo (pH; temperatura;
razdo molar agua/éleo; velocidade de agitacdo no reator batelada e razdo massica
enzima/substrato). A partir disto, foram realizados estudos cinéticos com diferentes
condicBes de razdo molar agua/6leo e diferentes dosagens de catalisador, bem como a
utilizacdo de ultrassom de ponta e um agente quimico visando avaliar seus efeitos na
cinética da reacdo. Para descrever a cinética da hidrolise enzimética do 6leo de soja foi
utilizado um modelo matematico baseado na cinética de Michaelis-Menten. Os resultados
dos planejamentos experimentais indicaram que o indice de acidez foi favorecido quando
temperatura de 52,2°C, pH 6,1, velocidade de agitacdo de 150 rpm e razdo molar agua/éleo
37,7:1, obtendo 82,4% no valor do indice de acidez. Os estudos cinéticos demonstraram

que a utilizacdo do ultrassom de sonda ndo acelerou a velocidade da reacdo de hidrolise
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enzimdtica. A cinética envolvendo a utilizacdo de agente quimico sofreu um alto
decaimento na velocidade da reagdo, demonstrando que este seria um inibidor da atividade
enzimatica da Lipozyme TL IM. Pela modelagem matematica verificou-se que o modelo
descreveu bem os dados experimentais, bem como possibilitou a visualizacdo da
concentracdo dos demais componentes (triacilglicerdis, diacilglicerdis, monoacilglicerdis,
glicerol,&cidos graxos livreeagua). Acredita-se que os valores das constantes da velocidade
de reacao obtidos no modelo tenham maior significado fisico e possam ser utilizados para

realizacdo de simulac6es em outras condigdes.

Palavras-chave: Oleos e gorduras, Oleo de Soja, Acidos Graxos Livres, Hidrolise

enzimatica, Enzima Lipozyme TL IM.
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ABSTRACT

The utilization of biodiesel as a substitute for diesel oil is one of the alternatives that aims
to minimize the utilization of non-renewable fuels (petroleum) in the world energy matrix.
Worldwide, biodiesel production occurs through the transesterification process. In Brazil,
the most commonly used raw material for this purpose is soybean oil. A new way that has
been promising for the biodiesel production is the Hidroesterification process. With that,
the present work a imed to evaluate the soy oil enzymatic hydrolysis, using the comercial
enzyme Lipozyme TL IM as the catalyst of the reaction. Was performed hydrolysis test of
soy oil in closed and batch system, based on two experimental plannings (Placket-
Burmann ad DCCR), to evaluate the effects of the variables involved in the process(pH;
temperature; molar fraction water/oil; stirrings peed of the batch reactor and mass fraction
enzyme/substrate). Since that, was perfomed kinetic studies with different conditions of
molar fraction water/oil and different dosages of catalyst, as well as the utilization of a tip
ultrasonic and a chemical agent to evaluateit’s effects on the kinetic of the reaction. To
describe the kinetic of enzymatic hydrolysis of soy oil, was used a mathematical model
based on the Michaelis-Menten  Kkinetic. The results of experimental
planningsindicatedthattheaciditylevelswerefavoredwhenthetemperatureof 52,2°C, pH 6.1,
stirring speed 150 rpm and molar fraction water/oil 37,7:1, getting 82,4% in the value of
acidity level. The kinetic studies showed that the utilization of the probe ultrasonic did not
accelerated the velocity of the enzymatic hydrolysis reaction. The kinetic involving the
utilization of the chemical agent suffered a high decrease in the velocity of reaction,
showing that this would be a inhibitor of enzymatic activity of Lipozyme TL IM. By the

mathematical model, was verified that the model described well the experimental datas, as
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well made able the visualization of others components concentration (triacylglycerols,
diacylglycerols, monoacylglycerols, glycerol, free fatty acids and water). It is believed that
the values of the constants of the reaction velocity obtained in the model has more physical

meaning and could be used to conducting the simulations in anothers conditions.

Key-words: oil and fats, soy oil, free fatty acids, enzymatic hydrolysis, Lipozyme TL IM
enzyme.
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1. INTRODUCAO

Atualmente um dos maiores desafios da humanidade é a busca por suprir a
demanda energética mundial. Isso se deve as questdes econdmicas relacionadas ao prego
do barril de petréleo e também as questdes ambientais ligadas & queima de combustiveis
fosseis, que se torna outro grande problema a ser solucionado. Ambas as questBes tém
contribuido para colocar a populagédo frente a necessidade de utilizagdo de novos recursos
energéticos, provindos de fontes alternativas que minimizem o0s impactos ambientais
ocasionados pelas fontes fosseis. Uma alternativa que pode vir a suprir esta demanda
energética € a utilizacdo de biodiesel como substituto do 6leo diesel.

O biodiesel € um combustivel biodegradavel proveniente de fontes renovaveis
como 6leos vegetais e gorduras animais, sendo definido quimicamente como uma mistura
de mono-alquil éster de 4acidos graxos derivados de lipideos naturais (6leos
vegetais/gorduras animais).

O Brasil é favorecido pela variedade de matérias-primas cultivadas para extracao de
Oleo vegetal e producdo de biocombustiveis. Dentre essas, a soja € uma das oleaginosas
que se destaca em fungdo de seu expansivo cultivo em diferentes regides do pais e pela

utilizacdo de tecnologias para produgéo.

Dentre as rotas de producdo, a transesterificagdo € o processo mais utilizado
industrialmente para a producdo mundial. Além deste, o processo de hidroesterificacdo
véem sendo uma rota muito estudada nos Ultimos anos para a obtencdo de biodiesel
(SILVEIRA, 2014). Estes processos ainda contam com a utilizagdo de catalisadores. Os
catalisadores visam acelerar a velocidade da reacdo e podem ser de origem quimica (acidos

ou basicos) e enzimatica (homogéneos ou heterogéneos).

A catalise acida permite a utilizacdo de 6leos e gorduras com um alto teor de acidos
graxos livres, como os 6leos ndo refinados ou residuos de frituras. Os catalisadores acidos
homogéneos sdo mais utilizados e se dado pelos acidos de Bronsted - Lowry (HCI, H,SO,4 e
acidos sulfonicos). A reacdo &cida apresenta alto rendimento, contudo, demanda de um
elevado tempo reacional e alta razdo molar alcool/6leo para a sintese (SUAREZ et al.,
2007).

Na catalise basica faz-se a utilizagdo de matérias-primas com baixos teores de

acidez (abaixo de 3,0 mgNaOH/g) e umidade (0,1% m/m), caracteristico de 0leos vegetais
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refinados (DEMIRBAS, 2009). Os catalisadores basicos homogéneos apresentam maiores
taxas de rendimento em menores quantidades e baixos periodos de tempo, mesmo em
temperatura ambiente, sdo facilmente manipulaveis e menos corrosivos em comparagdo
com os catalisadores acidos (VICENTE, MARTINEZ & ARACIL, 2004). As bases mais
utilizadas sdo bases fortes como KOH (hidréxido de potéssio) e NaOH (hidréxido de
sodio).

A catalise enzimatica se da pela atuacdo de enzimas e a sua utilizacdo tem se
mostrado significativa nos processos industriais. As enzimas possuem propriedades como
especificidade e seletividade, e assim, tornam-se capazes de executar diversas
transformacbes de modo rapido e seletivo, atuando em condi¢Ges brandas de reacdo
(temperaturas <70°C) (PATEL, 2002). As enzimas do grupo das lipases véem sendo muito
utilizadas na industria de bioenergia (PARQUES & MACEDO, 2006). As lipases sdo
enzimas acil-hidrolases capazes de catalisar reacdes de hidrélise total ou parcial de
triacilglicerdis, por isso, os acidos graxos livres presentes sdo facilmente convertidos.
Geralmente sdo utilizadas na forma heterogénea, tornando-a vantajosa por poder ser

recuperada e reutilizada na reacdo, porém, ainda demandam de um alto custo.

Na transesterificacdo a reagdo ocorre entre um triacilglicerol com um alcool (etanol
ou metanol), produzindo ésteres e glicerol. Industrialmente sdo utilizados catalisadores
basicos homogéneos, o0 que implica na utilizacdo de matérias - primas refinadas, de alto
valor agregado. Além disso, 0 processo industrial apresenta problemas operacionais em
funcdo deste catalisador, que forma reacOes de saponificagdo, ocasionando uma alta
geracdo de efluentes para as fases de separacéo e purificacdo do produto (biodiesel). Desta
forma, a producdo via transesterificacdo ainda apresenta desvantagens devido ao alto custo

associado no processo e com isso outros meios de producdo véem sendo pesquisados.

A hidroesterificacdo ¢ uma rota de producdo que esta se mostrando promissora,
pois visa solucionar os problemas encontrados pelo método de producdo tradicional
(reacOes de saponificacdo e utilizacdo de matérias-primas refinadas). Este processo ocorre
em duas etapas: hidrélise e esterificacdo. A hidroesterificagdo mostra-se vantajosa, pois
permite 0 uso de matérias-primas com alta acidez e umidade (de baixa qualidade e baixo
valor agregado como residuos de dleo de fritura, 6leos que nao passaram pelo processo de
refino, gorduras animais, dentre outras). Esta seria a principal vantagem da

hidroesterificagdo em relacdo a transesterificacdo (ARANDA et al.,2009).
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A hidrdlise se da pela reacdo entre um triacilglicerol com &gua, produzindo acidos
graxos livres e glicerol. O objetivo da hidrélise é a obtencdo de um alto teor de acidos
graxos livres (FREIRE, SOUZA & CAVALCANTE-OLIVEIRA, 2011), assim, dispensa-
se o refino da matéria-prima. Segundo Feiten (2013), uma reacdo completa de hidrolise €
influenciada por diversos fatores como o tempo de reacdo, tipo e quantidade de
catalisadores, disponibilidade de reagentes para uma reacdo completa, temperatura, pH, o

modelo de reator e as demais tecnologias utilizadas a fim de otimizar o processo.

Ap0s a hidrdlise, o glicerol é removido e os acidos graxos livres produzidos sao
esterificados por um alcool (etanol ou metanol) produzindo entdo o biodiesel. Assim, outra
vantagem da hidroesterificacdo se da pela geracdo de subprodutos (glicerol)mais limpos,
com alto valor agregado, que, ao ser removido pela etapa de hidrdlise, ndo entra em
contato com o produto final (biodiesel) podendo entdo ser reaproveitado pela industria para

outros fins.

Nos ultimos anos, varios estudos de hidrélise enzimética para obtencdo de acidos
graxos livres véem sendo desenvolvidos com diferentes matérias-primas: 6leo de soja
(Glycine max) (RAIZER, 2014); 6leo de mamona (Ricinus communis) (OLIVEIRA, 2004);
6leo de andiroba (Carapa guianensis) (TEIXEIRA, 2011); 6leo de girassol (Helianthus
annuus) (REINEHRet al., 2014); 6leo de crambe (Crambe abyssinica Hochst) (MELLO,
2014), dentre outros encontrados na literatura. Nestes trabalhos, os pesquisadores
geralmente avaliam as condicGes reacionais temperatura, razdo molar agua/6leo e razédo
massica enzima/substrato.Para a avaliacdo da razdo molar agua/éleo as pesquisas
comumente utilizam agua (pH neutro) na reacdo. Assim, poucos trabalhos que avaliassem
a utilizacdo de solucdo tampdo (pH) ao invés da utilizacdo de agua na razdo molar
agua/dleo foram localizadas na literatura. Além disto, também ndo foram documentadas
muitas pesquisas que avaliassem a influéncia da utilizacdo do ultrassom de sonda e da
goma ardbica como agentes emulsificantes sob o indice de acidez nas reagdes de hidrolise
enzimatica. Na literatura ndo foram encontrados trabalhos que avaliassem a eficiéncia da
enzima comercial Lipozyme TL IM na hidrolise enzimatica do 6éleo de soja sob o indice de
acidez da reagdo utilizando agentes emulsificantes (ultrassom de sonda e goma arabica) —
tecnologias utilizadas para otimizar o processo (acelerando a velocidade de reacdo),
sendoassim uma pesquisa inédita.Nesse contexto esta pesquisa objetivou avaliar a

eficiéncia da enzima Lipozyme TL IM na producdo de &cidos graxos livres a partir da
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reacdo de hidrolise do Oleo de soja para posterior processo de esterificacdo bem como

avaliar a influéncia das variaveis operacionais do processo.
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2.0BJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo avaliar a eficiéncia da enzima comercial Lipozyme
TL IM na producéo de acidos graxos livres a partir da reacdo de hidrélise do 6leo de soja
para posterior processo de esterificacdo destes &cidos graxos livres e producgdo de
biodiesel.

2.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito das condigdes operacionais: temperatura, pH, velocidade de
agitacdo, razdo molar tampdo/dleo e razdo massica enzima/substrato, na hidrélise
enzimatica do 6leo de soja, empregando a metodologia de superficie de resposta;

e Avaliar a cinética da hidrolise enzimatica do 6leo de soja a partir da obtencdo de
dados experimentais;

e Realizar a modelagem matematica e simulacdo da cinética da hidrolise enzimatica

do 6leo de soja.

20



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. OLEOS E GORDURAS

Oleos e gorduras sdo substancias que pertencem a classe dos lipideos, tendo origem
em diversas fontes como no tecido adiposo de animais, em frutos e em sementes (BOBBIO
& BOBBIO, 1992).

Os lipideos caracterizam-se por terem como principais componentes &cidos graxos
livres e seus derivados e designam um grupo heterogéneo de substancias insollveis em
agua (hidrofdbicas) e solGveis em solventes organicos. De acordo com Moretto & Fett
(1998), 6leos e gorduras sdo produtos da condensacdo entre os &cidos graxos livres e o
glicerol contido nos lipideos. Desses glicerois, 0s componentes mais expressivos dos 6leos
e gorduras sdo os triacilglicerdis (TAG), constituindo a maior fracdo, e, em menores
proporcbes, compdem-se de acidos graxos livres (AGL), monoacilglicerois (MAG) e
diacilglicerois (DAG).

De acordo com a resolugdo ANVISA, RDC n° 270 de 2005, a classificagdo de
lipideos graxos em o0leos ou gorduras depende do ponto de fusdo da fonte oleaginosa na
temperatura de 25°C. Em temperatura ambiente, os 6leos sdo classificados como liquidos
(6leo de soja, milho, oliva, etc.) e as gorduras sao classificadas como sélidas ou pastosas
(manteiga, sebo, etc.). Contudo, esses Gleos podem ter a elevacdo do ponto de fusdo
através do processo de hidrogenacdo (BABICZ, 2009), modificando e sua cadeia
carbbnica, alterando as propriedades da mistura e tornando-se outro tipo de gordura,

chamada gordura trans.

Oleos e gorduras possuem um papel fundamental na alimentagdo humana, sendo
fornecedores de calorias, agindo como veiculo para as vitaminas lipossoltveis, como A, D,
E e K, e, também sdo fontes de acidos graxos essenciais como o linoléico, linolénico e
araquidénico (KARLESKIND, 1996; GURR &HARWOOD, 1996).

Além de possuirem alto valor alimenticio, 6leos e gorduras estdo entre 0s primeiros
insumos naturais que o homem usou com fins ndo alimentares, tanto na forma natural
como a partir de modificacbes quimicas. Segundo Ramalho & Suarez (2013), desde a
civilizagdo egipcia até o Século XIX os 0leos e gorduras eram uma das principais fontes de

combustiveis liquidos para uso em sistemas de iluminacdo (lamparinas) ou de
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lubrificantes(engrenagens mecanicas). Além destes, sabe-se que a utilizagdo também é
antiga para a producdo de sabdes e tintas. Desde entdo, 6leos e gorduras véem sendo
utilizados em diversas industrias, como alimenticia, quimica, farmacéutica, bioenergia,

entre outras.

Na industria de bioenergia, 6leos e gorduras sdo utilizados para a producdo de
biodiesel. Dentre os 6leos e gorduras, a matéria — prima mais utilizada pela industria

brasileira para producao de biodiesel é o 6leo de soja.

Dados mensais da ANP — Agéncia Nacional de Petréleo, Gas natural e
Biocombustiveis (2016), indicam que até outubro de 2016 o 6leo de soja garantiu 78,66%
da producéo de biodiesel brasileira em relacdo a outras matérias — primas utilizadas (Figura
3.1).

Desta maneira, este dado deixa subentendido a lideranca da cultura de soja no
mercado brasileiro, ressaltando sua alta disponibilidade para suprir a necessidade da
indUstria alimenticia quanto para atender a demanda do mercado de biocombustiveis.
Diante deste fato, sua alta disponibilidade, também se tem em vista que esta matéria —
prima deva possuir um preco de mercado interno menos competitivo, sendo mais atrativa
para a producdo de biodiesel. Além disso, a venda do 6éleo de soja no mercado interno
brasileiro para a producao de biodiesel garante que a parcela do éleo que néo foi exportada

e ndo foi utilizada pela indastria de alimentos receba outra destinacao significativa.

Outros Materiais Graxos

4,85% ,
// 6leo de Algodsio
- 0,48%
/-
- ~
Oleo de Fritura 0,90%
Outras 2,32%
WY
¥
\ Gordura de Porco 0,81%
\\ Gordura de Frango 0,04%
. ™ \
N
Oleo de Palma / Dendé
0,09%

Figura 3.1. Matérias — primas utilizadas para producdo de biodiesel no Brasil.
Fonte: ANP (2016).
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3.1.1. Oleo de Soja

A Glycinemax, leguminosa conhecida como Soja, € uma cultura de crescimento
rapido, levando em torno de 80 a 120 dias entre semeadura e colheita,que p6s o Brasil na
posicdo de segundo maior produtor mundial desta cultura, situando-se atrds apenas dos
Estados Unidos.

No pais a soja & cultivada em grandes extensdes de diversas regifes, sendo
responsavel por 57,02% da érea cultivada do pais, com 32,1 milhdes de hectares cultivados
na safra de 2014/2015. As regides Sul (Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul) e
Centro-Oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Goias e Distrito Federal) lideram a
producéo nacional do grdo.(CONAB, 2016).

Dados disponibilizados pela Conab (2016) indicaram que a producdo de soja na
safra brasileira de 2014/2015 chegou a 96,2 milhdes de toneladas e que, para a safra,
2015/2016, foi estimado um aumento de 6,8%, elevando a producdo em aproximadamente
102,8 milhdes de toneladas. Desta forma, para a primeira safra de 2015/2016, a soja
representou 51,2% da producéo brasileira de grdos em relagdo as demais culturas de verao
(Figura 3.2).

lﬂ B Soja
m Milho total
W Arroz
W Trigo
B Feijdo total
Algoddo em caroco
P Demais produtos (*)

Figura 3.2. Percentual da producéo de graos no Brasil — 2015/2016.
Fonte: Conab (2016)
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Na semente da soja a proteina corresponde a 40% do peso seco e o Oleo a

aproximadamente 20%, sendo também composta por carboidratos sollveis (agucares como

sacarose, rafinose e estaquiose), carboidratos insollveis (fibras) e também uma pequena

percentagem de minerais (FONTANA, 2011).

O grdo de soja, ao ser processado, vai gerar como produtos inicialmente o dleo de

soja, o farelo e a farinha. Segundo Cavalcante et al. (2011), o lipidio do 6leo de soja € o

lider mundial dos dleos vegetais, representando entre 20 e 24% de todos os Oleos e

gorduras consumidas no mundo.De acordo com a ANVISA, RDC n° 482 de 1999, a

composi¢do de acidos graxos livres presentes no 6leo de soja se d& por, em média, dez

diferentes tipos de &cidos (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Composicio de Acidos Graxos no 6leo de soja

Acido Graxo Estrutura Valor de referéncia (%)
- C<14 <0,1
Miristico C 14:0 <0,5
Palmitico C 16:0 7,0-14,0
Palmitoléico C16:1 <0,5
Esteérico C 18:.0 14-55
Oléico c18:1 19,0-30,0
Linoléico C18:2 44,0 -62,0
Linolénico C18:3 4,0-11,0
Araquidico C 20:0 <10
Eicosendico c20:1 <10
Behénico C22:0 <0,5

e O ndmero justaposto ao simbolo C indica o nimero de tomos de carbono e o

segundo nimero, a quantidade de duplas ligaces.

Fonte: Adaptado de ANVISA, RDC 482 (1999).

Pelos valores de referéncia aproximados indicados na Tabela 3.1, é possivel notar

que a composic¢do quimica do 6leo de soja bruto em &cidos graxos se da principalmente
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pelos acidos linoleico (53,7%), oleico (22,8%), palmitico (10,2%),linolenico (8,6%) e
estedrico (3,7%) (MA & HANNA, 1999).

No Brasil, para o0 ano de 2015, a Abiove — Associacdo Brasileira das Industrias de
Oleos Vegetais - estimou uma producéo de 8,074 milhdes de toneladas de 6leo, dos quais
6,521 milhdes de toneladas foram destinadas ao consumo interno e 1,665 milhdes de
toneladas seguiram para exportacdo. Desta forma, em vista da disponibilidade no mercado
interno brasileiro, o 6leo de soja além de suprir a demanda na indudstria alimenticia, veio a
se tornar uma opcao para o mercado de biocombustiveis, sendo matéria — prima para a
producdo de biodiesel. Outros dados previstos pela Abiove (2015) indicaram que dos 6,521
milhdes de toneladas de dleo de soja que permaneceram no mercado interno brasileiro,
obtidos na safra de 2014/2015, 2,9 milhdes de toneladas foram destinados a producao de
biodiesel. Contudo, o 6leo de soja ndo é a matéria — prima mais indicada para esta

producao.

O 6leo de soja possui caracteristicas que podem comprometer a estocagem do
biodiesel por longo periodo de tempo, por seu alto grau de insaturacdo devido a presenca
de aproximadamente 60% de cadeias de acidos graxos insaturados, incluindo também as
cadeias alquilicas com 18 carbonos (KNOTHE & STEIDLEY, 2005; GASPARINI, 2010).
Esses problemas relacionados a um alto periodo de estocagem sdo dados, principalmente,
pela oxidacdo. A oxidacdo se da por uma série de reacGes quimicas, envolvendo acidos
graxos insaturados e oxigénio, assim, a estabilidade do 6leo é definida com o tempo para
se atingir o nivel de rancidez, ou seja, a alteracdo na taxa de oxidacdo. Além disso, o gréo
da soja produz um baixo indice de dleo em comparagdo com outras culturas oleaginosas
(Tabela 3.2).

Apesar do baixo teor de 6leo presente no grao da soja, a forte utilizacdo do 6leo de
soja para a producdo de biodiesel se da em funcdo da concep¢do do programa PNPB
(Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel), que foi criado no Brasil com o
intuito de eliminar a sobre oferta do 6éleo de soja no inicio dos anos 2000 (Biodiesel BR,
2016). Assim a utilizacdo do Oleo de soja ocorre devido a alta quantidade de dleo
disponivel em relacdo aos 6leos das demais culturas, ja que sua colheita pode ocorrer em
até cada trés meses ao ano (dependendo da regido) além de ser cultivada em grandes

extensdes de area.
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Tabela 3.2. Caracteristicas das Oleaginosas

Oleaginosa Origem  Teor de 6leo (%) Colheita Produtividade

(meses)  (toneladas Oleo/ha)

Palma (Dendé) Améndoa 22.0 12 2,0-8,0
Coco Fruto 55,0-60,0 12 1,3-1,9
Girassol Gréo 40,0-47,0 3 05-19
Colza/Canola Gréo 40,0-48,0 3 05-0,9
Mamona Gréo 45 -50 3 0,5-09
Amendoin Gréao 40 - 52 3 0,6-0,8
Soja Gréo 18-21 3 0,2-0,6
Babacu Améndoa 66 12 0,1-0.3
Algodao Gréao 18-20 3 0,1-0,2

Fonte: Adaptado de Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (2012)

3.2. COMPOSICAO DE OLEOS E GORDURAS

As propriedades fisicas, quimicas e nutricionais de 6leos e gorduras dependem da
natureza, do nimero de atomos de carbono e da posicdo dos grupos acila presentes nas
moléculas dos triacilgliceréis (LEHNINGER et al., 2000). Em suma, o esqueleto de 6leos
e gorduras € formado por cadeias de acidos graxos livres e, a composicdo destes 6leos e
gorduras, se da por aproximadamente 95% de triacilglicerois (TAG, também chamados de

triglicerais).

Devido a alta variedade de &cidos graxos livres contidos nos 6leos e gorduras, fica
perceptivel que estes sejam compostos por varios tipos de triacilgliceréis com diferentes
graus de insaturacdes. Desta forma, pelo grau de insaturacdes, também se diferenciam

oleos e gorduras pelo seu estado fisico da matéria, em liquidos ou solidos/ pastosos.

Além dos triacilglicerdis, os Oleos e gorduras possuem outros componentes
menores como &cidos graxos livres, monoacilglicerdis e diacilglicerdis (importantes
emulsificantes), tocoferol (atuam como antioxidantes), esterdis (principal esterol de origem

animal é o colesterol) e vitaminas de gorduras soluveis (FARIA et al., 2002).
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Triacilglicerdis (TAG) sdo compostos ésteres formados de uma molécula de
glicerol e trés moléculas de 4&cidos graxos. S&o insollveis em agua, mudam sua
consisténcia dependendo da temperatura ambiente e representam a principal forma de
armazenamento de energia em sementes e no tecido adiposo dos animais (TAVARES,
2014; KOLAKOWSKA &SIKORSKI, 2002).A estrutura de um TAG é representada pela
Figura 3.3.

Os diacilglicerois (DAG) séo ésteres de glicerol que possuem dois grupos hidroxila
esterificados por acidos graxos e podem ser encontrados em duas formas estequiomeétricas:
1,2(2,3)-DAG e 1,3-DAG (Figura 3.4)(SAMBANTHAMURTHI & SUNDRAM, 2000). E
um componente natural dos TAG, tendo suas propriedades fisico-quimicas semelhantes,

estdo presentes em diversos 6leos e gorduras em niveis de até 10%.

Os DAG sao utilizados como emulsificantes e estabilizadores de alimentos,
cosmeéticos e indUstrias farmacéuticas. Sua mais recente aplicacdo € como 6leo de cozinha,
com pelo menos 80% de 1,3-DAG (NAGAO et al., 2000).De acordo com estudos
toxicoldgicos, o 6leo de DAG possui metabolismo diferente do 6leo de TAG, sendo um
Oleo mais seguro para consumo (KATSURAGI et al., 2004). Mesmo possuindo
propriedades fisico-quimicas semelhantes, tanto em relagdo ao sabor, no cozimento ou
frituras de alimentos, o 6leo de DAG tem melhores propriedades nutricionais que o 6leo de
TAG, que comprovadamente, pode ocasionar doencas quando consumido em excesso,

assim, véem sendo muito utilizado na indUstria alimenticia.

Monoacilgliceréis (MAG) sdo compostos por apenas uma molécula de &cido graxo
substituida na hidroxila de uma molécula de glicerol via ligacao éster e possui duas formas
estequiométricas: 1(3)-MAG e 2-MAG (Figura 3.5)(MATQOS, 2010). Assim como 0S
DAG, os MAG também sdo amplamente empregados nas industrias alimenticia, cosmética
e farmacéuticas como promotores de emulsdes. Além disso, possuem Otimas propriedades
lubrificantes e plastificantes, sendo também utilizados no processo téxtil para producdo de
plasticos e formulacédo de dleos para diferentes tipos de maquinas (KAEWTHONG et al.,
2005).

Para a soja, teor de Oleo encontrado no grdo fica em torno de 15% a 22%
dependendo das condi¢fes ambientais durante a maturacdo das sementes (ISSARIY AKUL
& DALAI, 2014). Deste teor de 6leo, YANAI et al. (2007), cita que o 6leo de soja é

composto quase que exclusivamente de triacilglicerideos, com 97,9%, mas possui também
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alguns tracos de diacilglicerideos, 1%. Assim, observando a elevada concentracdo de
triacilglicerideos presentes no 6leo, verifica-se que a soja é uma cultura que, além da sua
forte producdo, também possui um alto indice de acidos graxos livres que se destacam na

producdo de biodiesel.

I
H,C 0 C—R,
‘ 0
| I
HC 0 C—R,
‘ 0
_ ||
H')( 0] C R3

Figura 3.3. Estrutura de um triacilglicerideo.
Fonte: Adaptado de Almeida (2016).
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HC— O0—C—R, HC—— OH
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H,C— OH H,C— O0— C—R,
1,2 (2,3)-DAG 1,3-DAG
Figura 3.4. Estrutura gerais dos Diacilglicerideos.
Fonte: Adaptado de Almeida (2016).
H:T_ OH o H,C—— OH
HI|Z‘ O C R HC— OH 0
H,C—— OH H,C 0] C R
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Figura 3.5. Estruturas gerais dos Monoacilglicerideos.
Fonte: Adaptado de Almeida (2016)
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3.2.1. Acidos Graxos Livres

Acidos graxos s&o acidos carboxilicos com cadeias entre 4 e 36 carbonos (BOBBIO
& BOBBIO, 1992). Sdo encontrados na natureza nas formas ndo associadas (acidos graxos
livres) ou associados, formando uma classe de compostos quimicos como fosfatideos e
glicerideos (BABICZ, 2009).

Os acidos graxos diferenciam-se pelo nimero de atomos de carbono e pela presenca
de insaturacOes (duplas ligacdes entre os atomos de carbono) em sua cadeia hidrofdbica.
Os acidos graxos que contém apenas ligagdo simples entre os atomos de carbono sdo
denominados &cidos graxos saturados. Os &cidos graxos que possuem uma dupla ligacdo
entre os atomos de carbono, sdo denominados &cidos graxos insaturados e, 0s que
apresentam mais de uma ligacdo dupla, sdo conhecidos como poli-insaturados. Além
destes, também ha possibilidade de formagdo de isomeros “cis” e “trans”. Contudo, a
isomeria do tipo trans ndo é encontrada naturalmente na formacgéo dos acidos graxos e seus
derivados (BABICZ, 2009), pois é resultante de processos industriais, como na
hidrogenacdo (formacdo de margarinas) e processos de aquecimento dos Oleos vegetais

(fritura), sendo assim, prejudiciais & satide humana.

Os principais acidos graxos presentes naturalmente em dleos e gorduras sdo:
palmitico, estearico, oleico, linoleico e linoleico. A representacdo destes &cidos graxos

perante a sua cadeia carbbnica pode ser observada,respectivamente,pela Figura 3.6.

C
HO™ A NG P NG NP N N (a)

Figura3.6. Principais &cidos graxos presentes em 0leos e gorduras: (i) saturados: (a) palmitico com 16
carbonos; (b) estedrico com 18 carbonos; (ii) insaturados com 18 carbonos: (c) oléico com uma ligacéo
dupla; (d) linoleico com duas ligacdes duplas; (e) linolenico.

Fonte: Ramalho & Suarez (2012).
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A nomeacdo dos &cidos graxos se da pelo comprimento da sua cadeia e pelo
namero de liga¢Ges duplas separadas por dois pontos. Assim, um &cido graxo saturado com
16 carbonos é abreviado para 16:0; o &cido oleico, com 18 carbonos e uma dupla ligacéo
entre o primeiro e o segundo carbono da cadeia é abreviado para 18:1 (BOBBIO &
BOBBIO, 1992). As posic¢des das duplas ligaces sdo representadas por numeros seguidos
da inicial do tipo de isomeria, assim, um acido graxo de 20 carbonos, ligacao 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 ligacGes, é designado por 20:3 9c12c15¢ (TAVARES, 2014). A férmula e
nomeacao dos diferentes &cidos graxos perante a sua cadeia carbonica e o tipo de ligacao

sdo representadas na Tabela 3.3.

Tabela 3.3. Nome e férmulas de acidos graxos

Acido graxo Nome comum Formula
4:0 Butirico CH3(CH,),COOH
6:0 Capréico CH5(CH,),COOH
8:0 Caprilico CH5(CH,)sCOOH
10:0 Céprico CH5(CH,)sCOOH
12:0 Laurico CH5(CH,);,COOH
14:0 Miristico CH3(CH,)1,CO0H
16:0 Palmitico CH3(CH,)1,CO0H
18:0 Estearico CH,(CH,),COOH
18:1 9c¢ Oleico CH3(CH,);CH=CH(CH,);COOH
18:29c 12¢ Linoléico CH5(CHy)4(CH=CHCHy,),(CH,)sCOOH
18:3 9¢c 12c15¢ a-Linoléico CH;CH,(CH=CHCH,)3(CH,)¢COOH
22:1 13c Erlcico CH5(CH,);CH=CH(CH,),;COOH

Fonte: Adaptado de Scrimgeour (2005).

De acordo com Lehningeret al. (2000), € muito comum a ocultacdo do tipo de
isomeria e da posicdo duplas ligages, pois 0 mais usual é que a primeira ou Unica dupla

ligacdo, normalmente cis se encontra no carbono “9” e as demais duplas liga¢cdes (quando
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ocorrem) se encontram com um espacamento constante de 3 carbonos. Além disso, 0s
acidos graxos também podem ser divididos em familias ou séries, dependendo da
localizagdo da ultima ligacdo dupla em relacdo ao seu grupamento metilico terminal,
como: familia dmega-6 (w6) representada pelo acido linoleico e a familia dmega-3 (®3),
pelo acido a-linolenico (CARVALHO et al., 2003). A nomenclatura e a formula dos
acidos graxos podem ser observadas pela Tabela 3.3.

O teor de &cidos graxos nos principais 6leos vegetais utilizados é representado por
Moretto &Fett (1998) na Tabela 3.4.

Tabela 3.4. Teor dos acidos graxos em 6leos vegetais
AG AG AG

Oleos Saturado Monoinsaturado Poliinsaturado

Ac. Linoléico Ac. Linolénico

CANOLA 6% 58% 26% 10%
GIRASSOL 11% 2% 69% -
MILHO 13% 25% 61% 1%
OLIVA 14% 77% 8% <1%
SOJA 15% 24% 54% 7%

Fonte: Adaptado de Moretto &Fett(1998).

Os acidos graxos livres presentes nos 6leos e gorduras podem ser convertidos em
uma série de produtos de alto valor agregado. Em sua maioria, 0s 6leos vegetais acabam
sendo mais utilizados para a alimentacdo e, atualmente, na producdo de biocombustiveis.

Por outro lado, os 6leos de origem animal acabam tendo mais aplicag¢fes industriais, como:

e Oleina animal (émega 9): utilizada na producdo de sabbes e sabonetes,
bronzeadores, cremes, plastificantes, lubrificantes, entre outros;

e Oleo de figado de Pescado: utilizado na medicina produzindo remédios que
auxiliam na cicatrizacdo e manutengdo saudavel da pele e na absorcdo de célcio
pelo corpo. Além disso, também sédo utilizados nas inddstrias de cosmética, entre
outros;
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e Oleo de Mocoto: dentre outras aplicacdes, é mais utilizado na industria frigorifica
para amaciar e conservar 0 couro;

e Oleo de Peixe: utilizado na fabricacio de ragbes para animais e pode servir
também como lubrificante de cabos de aco, protecdo de madeira e equipamentos
aquaticos;

e Oleo de Salmio: utilizado principalmente na fabricaco de racdes animais;

e Sebo bovino: tem utilizacdo na producdo de sabdes, racBGes, conservantes,

lubrificantes, entre outros.

Considerando as diferentes origens e aplicagdes, os Oleos e gorduras sao

transformados industrialmente por diferentes métodos.

3.3. TRANSFORMAGCAO DE OLEOS E GORDURAS E SUAS APLICACOES

Os métodos de modificacdo de 6leos e gorduras podem ser divididos em trés niveis
de intensidade pelas alteragcbes produzidas: fracionamento, interesterificacdo e
hidrogenacdo. Porém, o fracionamento consiste apenas em uma separacdo fisica entre as
fracbes solida e liquida, obtida normalmente por cristalizacdo parcial (TIMMS, 2005).
Desta maneira, os acidos graxos livres permanecem inalterados. De acordo com Castro et
al. (2004), a estrutura basica dos 6leos e gorduras pode ser redesenhada por meio da
modificacdo quimica dos acidos graxos livres (hidrogenacado),pela reversao da ligacdo éster
(hidrolise) e pela reorganizagdo dos acidos graxos livres na cadeia principal do
triacilglicerol (interesterificacdo).

A interesterificacdo é normalmente empregada para modificar as caracteristicas
fisicas e propriedades das misturas de Oleos e gorduras por meio da alteracdo da
distribuicéo dos grupos glicéricos (CLAUSS, 1996; HAMMOND & GLATZ, 1988). Deste
modo, os acidos graxos livres apenas séo redistribuidos nas ligacGes éster, criando novas
estruturas, mas permanecendo quimicamente inalterados. A interesterificacdo compreende
o0s processos de alcoolise (intercambio entre uma gordura e um alcool) e transesterificacdo
(rearranjo dos acidos graxos livres em triacilglicerdis, alterando as propriedades fisicas e
quimicas da matéria — prima)(HAUMANN, 1994).

A hidrogenacdo consiste em modificacbes quimicas dos &cidos graxos livres.

Segundo Haumann (1994), as ligacdes éster nos triacilgliceréis ndo se alteram, mas o0s
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acidos graxos livres sdo modificados por saturagdo, por isomerizacdo espacial (cis-trans)
ou por posicdo (mudanga de posicdo das duplas ligagbes ao longo da cadeia). A
hidrogenacdo € o método de modificacdo mais versatil e mais empregado comercialmente

para 0leos e gorduras com fins alimenticios.

Na hidrélise de 6leos e gorduras ocorre a quebra de ligagdes quimicas de uma
molécula de triacilglicerol com uma molécula de &gua. A reacdo de hidrolise tradicional
geralmente é conduzida sob pressdo da ordem de 4,83 MPa e temperatura ao redor de
250°C, por um periodo maximo de 2 horas, obtendo-se rendimentos entre 96 a 99%
(BARMEBEY & BROWN, 1948). Os produtos resultantes sdo acidos graxos livres e
glicerol.

A partir destes processos de modificacBes das cadeias de triacilglicerdis de 6leos e
gorduras, os produtos obtidos, além de serem essenciais no consumo alimenticio (6leos
vegetais refinados, margarinas/manteigas, racdo animal) também possuem uma vasta
aplicacdo industrial, como na area farmacéutica - fabricacdo de medicamentos e
cosméticos; na industria de plastificantes — fabricacdo de garrafas pets, sacolas plasticas;
atuam também na fabricacdo de tintas, sabdes e sabonetes, lubrificantes, etc. Além destas
aplicacdes, 6leos e gorduras sdo muito utilizados na industria de combustiveis, como para a

fabricacéo biodiesel.

O biodiesel pode ser feito através de diferentes rotas de producdo microemulsdes,
cragueamento térmico (pirdlise) e trans/inter/esterificacio (MA & HANNA, 1999).
Entretando, o melhor método custo-beneficio utilizado industrialmente para producdo de
biodiesel com maior qualidade é o processo de transesterificacdo de 6leos ou gorduras.

3.4. TRANSESTERIFICACAO

A transesterificacdo consiste em uma reacao reversivel entre um triacilglicerol com
um alcool de cadeia curta (etanol ou metanol) que, na presencga de um catalisador, produz
ésteres e glicerol (Figura 3.7).A sua reagdo estequiomeétrica exige 1 mol de um
triacilglicerol e 3 moles de &lcool, que resulta na producao de 3 moles de ésteres e 1 mol de
glicerol, contudo, € utilizado um excesso do alcool a fim de aumentar os rendimentos dos

gsteres.
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Figura 3.7. Reacéo de transesterificagdo de um triacilglicerol.
Fonte: Santos (2016).

O processo de transesterificacdo tem como objetivo diminuir a viscosidade do 6leo
para produzir o biodiesel e, para isso, consiste de varias etapas as quais vao desde a
preparacdo da matéria — prima(etapas de neutralizacdo do 6leo) até a separacdo do produto

(biodiesel) e subproduto (glicerina) (Figura 3.8).

Os catalisadores utilizados na reacdo podem ser homogéneos ou heterogéneos,
acidos ou bésicos, ou ainda, enzimaticos. No processo de transesterificagdo os principais
catalisadores utilizados sdo homogéneos, acidos ou béasicos (VICENTE et al., 2004). No
entanto, nos processos industriais 0 emprego da catalise alcalina homogénea é preferivel

para a transesterificag&o.

De acordo com Cristopheret al. (2014), o melhor método para a producdo do
biodiesel é a transesterificacdo catalisada por bases homogénea sem funcdo das altas
conversdes obtidas em um curto periodo de tempo (30 — 60 minutos) de reacdo a um menor
custo. Entretanto, a catélise alcalina é delimitadapela utilizacdo de matérias — primas com
teores de agua abaixo de 0,06% (m/m) e de acidos graxos livres abaixo de 0,5% (m/m)
(MA & HANNA, 1999). Estes teores de acidez e umidade sdo caracteristicos de 6leos
vegetais refinados. Segundo Meheret al. (2006), a reacdo de transesterificacdo alcalina ndo
é vantajosa pela utilizagcdo de matérias — primas refinadas, pois quanto maior a acidez e o

teor de umidade do 0leo utilizado, menor sera a eficiéncia de converséo da reagéo.

34



dleo

| Catalisador I { Alcool ',‘-

Y Separa 7
o das

W
| Desidratagio do dlcool

Recuperagdo do Recuperagdo do
dlcool da glicerina Q dlcool dos ésteres
Excessos do dlcool recuperado
Destilagio da Purificagio dos
glicerina ésteres

Residuo Glicérico Glicerina Destilada Biodiesel

Figura 3.8. Fluxograma do processo de produgdo de biodiesel via transesterificacéo.
Fonte: Adaptado de Parente (2003).

A transesterificagdo catalisada por bases ainda apresenta alguns problemas
relacionados ao processo, ocorrendo reacdes secundarias, como a hidrolise dos
triacilglicer6is e a producdo de sabdes (saponificacdo dos glicerdis ou dos eésteres
formados). Segundo Marx (2016), a hidrdlise e a saponificacdo acontecem quando ha um
teor de 4gua em excesso no meio reacional. Essas reagdes secundarias consomem parte do
catalisador, interferindo no rendimento da producdo de ésteres, ja que a saponificacao
produz 4gua como subproduto, o que conduz a formacdo de mais sabdo ao longo do tempo
de reacdo (MARX, 2016). Desta forma, a hidrolise e a saponificagéo dificultam o processo
de separacéo do glicerol e a producéo do biodiesel (KNOTHE et al., 2006; LEUNG et al.,
2010), refletido na qualidade dos produtos finais.

Por estes problemas, ainda hd uma grande dificuldade vinculada & producdo
industrial de biodiesel, pois, alem da utilizacdo de matérias — primas com alto valor

agregado, o processo em si demanda de muito tempo e energia, implicando em altos custos
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para a produgdo. Com isso, pesquisadores véem buscando encontrar solugdes viaveis para
estes problemas. O processo de hidroesterificacdo é uma rota de producdo inovadora que
estd se mostrando capaz de superar 0s problemas relacionados ao processo de

transesterificacdo para producéo de biodiesel.

3.5. HIDROESTERIFICACAO

A hidroesterificacdo € um meio de producdo de biodiesel que visa resolver os
problemas relacionados com o processo de producédo tradicional — transesterificacdo. Nesse
sentido, o processo busca utilizar matérias — primas de segunda geracao, que contenham
elevados teores de &gua e acidos graxos livres, tais como gorduras animais, 6leos ndo
comestiveis e 6leos provindos de residuos de cozinha (fritura) (NGAOSUWAN et al.,
2009). Assim, a hidroesterificacdo mostra-se como uma rota promissora para producéo de

biodiesel.

O processo de hidroesterificacdo consiste na integracdo entre dois processos
reacionais: hidrolise e esterificagdo. Como nos demais processos, também ocorrem na

presenca de catalisadores: homogéneos ou heterogéneos; acidos, basicos ou enzimaticos.

A catélise homogénea diz respeito a processos nos quais um catalisador esta em
solugdo com pelo menos um dos reagentes, ou seja, encontra-se misturado no meio. Na
catélise heterogénea o catalisador encontra-se em uma fase diferente dos reagentes,
normalmente sendo sélido, e assim, para que ocorra reacdo, um ou mais reagentes se
difundem sobre a superficie do catalisador, que entdo ira adsorvé-los (TEIXEIRA, 2011).
Os catalisadores homogéneos mostram obter uma taxa de reacdo mais altaem comparacao
com os catalisadores heterogéneos. Contudo, o processo de recuperacdo do catalisador
homogéneo € lento e de alto custo e, parte dele acaba sendo consumido no processo
(TAPANES et al., 2008). Desta maneira, 0s catalisadores heterogéneos tornam-se
vantajosos, pois podem ser recuperados por processos mais simples e, em alguns casos,

podem ser reutilizados no processo.

A catalise alcalina, muito empregada industrialmente, apresenta algumas restri¢cdes
quanto na utilizacdo das matérias — primas. Esses catalisadores possuem alta sensibilidade
aos acidos graxos livres, e assim, para bons rendimentos, faz-se a utilizacdo de matérias —

primas com baixos teores de acidez (abaixo de 3,0 mgNaOH/g) e umidade (0,1%
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m/m)(DEMIRBAS, 2009). Por outro lado, atuam em um curto periodo de tempo reacional,

utilizando temperaturas ambientes, o que diminui 0S custos com energia.

Na catalise acida podem ser utilizadas matérias — primas com alto indice de acidez
e umidade. Segundo Knothe et al. (2005), os catalisadores acidos proporcionam um
rendimento muito elevado (99% de conversdo de ésteres), porém, necessitam de altas
temperaturas (acima de 100°C) e de um vasto tempo reacional (acima de 24 horas) para
alcancar o referido rendimento. Além disso, a catalise &cida necessita de uma razdo molar
alcool/éleo maior do que a requerida pela sintese alcalina. Os catalisadores homogéneos
acidos mais empregados na producdo de biodiesel s&o os &cidos de Bronsted-Lowry, dentre
0s quais se incluem o HCI (acido cloridrico), H,SO4(é&cido sulfirico) e acidos sulfénicos,
pois evitam a formacéo de sabdes (SANTQOS, 2016).

A catélise enzimatica emprega enzimas como biocatalisadores. As enzimas sdo
muito versateis e possuem propriedades que as tornam vantajosas. Patel (2002) destaca as
propriedades de: seletividade e, atuacdo em condigdes brandas de temperatura e em
pressdo atmosférica como as principais propriedades que as tornam altamente requisitadas
para a utilizacdo como catalisadores. Perante essas propriedades, o processo de catalise
enzimatica diminui os problemas associados a utilizacéo de catalisados acidos ou basicos.
Segundo Watanabe et al. (2001) e Shimada et al. (2002), a producdo de biodiesel via
catalise enzimatica torna-se vantajosa pela ndo formacéo de sabdo; obtencdo de um glicerol
mais puro;por ser um processo de producdo mais simplificado; por ter menor consumo de
energia no processo;pela enzima ser facilmente separada dos produtos e assim, poder ser
reciclada e até reutilizada no processo.

Uma reacdo de hidroesterificacdo se inicia pelo processo de hidrélise. Na hidrolise
o triacilglicerol presente na matéria — prima, na presenca de catalisadores, reagird com
agua e produzira acidos graxos livres e glicerol. Apos, o glicerol e a agua sdo separados do
meio reacional e os &cidos graxos livres passam para 0 processo de esterificacdo, onde, na
presenca de catalisadores, irdo reagir com o alcool, produzindo como produto o biodiesel e
como subproduto a agua, a qual pode retornar para o processo de hidrélise, fechando o

ciclo (Figura 3.9).
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Figura 3.9. Diagrama do processo de Hidroesterificagéo.
Fonte: Adaptado de Pourzolfaghar (2016).

A principal vantagem da hidroesterificacdo esta contida pela etapa do processo de
hidrélise, pois esta etapa permite a utilizacdo de matérias — primas com baixo valor
agregado e também permite a producdo de um biodiesel com pureza elevada, ja que o
glicerol € separado e fica contido nesta fase, permitindo assim, 0 seu uso em outros

processos industriais.

3.6. HIDROLISE DE OLEOS E GORDURAS

A palavra “hidrolise” significa decomposi¢@o pela agua. Desta maneira, 0 processo
opera na reacdo entre triacilgliceréis com agua, tendo como produtos &cidos graxos livres e

glicerol.

O objetivo da hidrélise é a obtencdo de um alto teor de acidos graxos livres
(FREIRE, SOUZA & CAVALCANTE-OLIVEIRA, 2011), assim, 0 processo Visa elevar
propositalmente a acidez da matéria prima (ENCARNACAO, 2008). Com isso, podem ser
utilizadas matérias — primas de baixo valor agregado como gordura animal, residuos de
Oleos de frituras, borras acidas de refino de 6leo, bem como Gleos vegetais brutos ou

refinados, independentemente do teor de acidez e umidade que possuem.

Segundo Mogquin & Temelli (2008), o processo completo da hidrolise ocorre em

uma sequéncia de trés reacOes reversiveis, que, em processo intermediario da reacdo do

38



triacilglicerol (TAG) a éacidos graxos livres (AGL), formam diacilglicerdis (DAG) e
monoacilglicerdis (MAG) (Equagdes 01, 02 e 03).

TAG + H20 © AGL + DAG (01)
DAG + H20 © AGL + MAG (02)
MAG + H20 & AGL + G (03)

Inicialmente, o triacilglicerol (TAG) reagird com a &gua (H,0) produzindo éacidos
graxos livres (AGL) e diacilglicerol (DAG) (Equacdo 1). Em seguida, o diacilglicerol
(DAG) ira reagir com a agua (H,O), formando &cidos graxos livres (AGL) e
monoacilglicerol (MAG) (Equacédo 2). Por fim, o monoacilglicerol (MAG) vai reagir com
a agua (H,O) para entdo produzir acidos graxos livres (AGL) e glicerol (G) como produtos
finais da reacdo de hidrolise enzimatica (Equacdo3). De acordo com Silva et al. (2011), em
cada etapa da reacdo um mol de acido graxo livre (AGL) serd produzido para cada mol de
agua consumido. Ademais, ressalta-se que na hidrdlise hé a possibilidade de ocorréncia da
sintese reversa das reacGes, onde 0 excesso de agua no meio reacional tende a deslocar o

equilibrio da reacdo para a formacéo de acidos graxos livres.

O processo tradicional de hidrolise de triacilglicerdis exige que a reacdo ocorra a
temperatura de 250°C ou superiores e com pressao em cerca de 4,82 MPa para obter um
alto rendimento de conversdo de &cidos graxos livres (98%) (BARNEBEY& BROWN,

1948). Porém, este processo tradicional demanda de uma intensa energia.

A fim de reduzir o consumo de energia e a degradacdo térmica dos produtos pelo
processo tradicional, muitos pesquisadores buscam desenvolver alternativas que
minimizem estes problemas. Segundo Feiten (2013), uma reacdo completa de hidrdlise é
influenciada por diversos fatores como o0 tempo de reagdo, tipo e quantidade de
catalisadores, disponibilidade de reagentes para uma reacdo completa, temperatura, pH, o

modelo de reator e as demais tecnologias utilizadas a fim de otimizar o processo.

Diante disto, uma alternativa que véem a suprir esta necessidade de aperfeicoar o

processo se da pela utilizagdo de catalisadores enzimaticos na reacdo de hidrolise.
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3.7. ENZIMAS

Enzimas sdo proteinas formadas por longas cadeias de aminoécidos e possuem em
suas estruturas grupos polares como COOH, OH, NH,, SH e CONH, os quais sdo
responsaveis pelo seu poder catalitico (LEHNINGER, 1991).

As principais propriedades enzimaticas se ddo: pela presenca de um sitio ativo e a
interacdo com o substrato, caracterizando sua alta especificidade de atuacéo; por apresentar
acao reversivel, catalisando a reacdo direta e inversa, ndo modificando o equilibrio da
reacao; e pela atuacdo em temperaturas e pH especificos, tendo seu ponto 6timo de atuacéo
para cada variavel. Dentre as vantagens existentes na utilizacdo de enzimas como
catalisadores, destaca-se: sua alta especificidade e seletividade, atuando em condigdes
suaves de reacdo (temperaturas na média de 25 a 30°C). Desta maneira, a utilizacdo de
enzimas diminui os custos com energia e evitam a formacéo de co-produtos indesejados (ja
que ocorre a sintese de um produto especifico), reduzindo os problemas ambientais e
toxicologicos relacionados aos processos (COELHO et al., 2008; FARIA, 2010).

As enzimas também sdo classificadas de acordo com as reacfes as quais catalisam.
Assim, a utilizacdo de enzimas lipoliticas como catalisadores de reacbes de hidrélise

enzimatica torna-se vantajosa para 0 processo.

As lipases sdo enzimas carboxilesterases, classificadas como glicerol éster
hidrolases (E. C. 3.1.1.3). Esse grupo de enzimas catalisam reacdes de hidrdlise dos
triacilglicerdis de origem animal ou vegetal na ligacdo éster, fornecendo diacilglicerois,
monoacilglicerdis, acidos graxos livres e glicerol (RAMIN, 2007; HASAN et al., 2009).
Entretanto, podem atuar sobre a reagdo inversa, ou seja, na reacao de esterificacdo a partir
de um alcool e &cidos graxos livres para fornecer ésteres e uma molécula de agua
(RAMIN, 2007).

Por provirem de diferentes fontes, as propriedades das lipases podem demonstrar
diferentes atividades para os variados substratos. Além disso, as lipases sdo rotuladas
dependendo da especificidade do substrato em dois grupos: 1,3 especificas (hidrolisam
ésteres primarios, liberando acidos graxos livres apenas nas posi¢oes 1,3 do triacilglicerol),
e, ndo especificas (hidrolisam igualmente as ligagcdes ésteres nas posi¢des 1,3 e também 2

do triacilglicerol). (HASAN et al., 2009). Desta maneira, 0 processo de hidrolise pode ser
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otimizado baseado no seu substrato e na enzima selecionada para tal reagdo. Essa
propriedade regiosseletividade é mais conhecida como relagdo “chave-fechadura”.

A relagdo “chave-fechadura” das enzimas se da pela ligacdo entre o sitio ativo da
enzima e o substrato, sendo uma ligacdo extremamente especifica, ou seja, a molécula
precisa ter certas caracteristicas eletronicas e espaciais que permitam o seu “encaixe’” com
a proteina. Segundo Molinari (2015), a existéncia do sitio ativo em uma proteina
enzimatica, ao ser ligada no substrato, diminui a energia do estado de transi¢cdo da reacéo,

que leva ao produto desejado.

Babicz (2009) menciona que uma das principais caracteristicas das lipases € a sua
capacidade de atuar apenas quando adsorvidas em uma interface adgua/6leo, ou seja, em

meio a ésteres emulsionados.

Diante de tais caracteristicas, evidenciam-se a aplicabilidade das lipases como
enzimas catalisadoras no processo de hidrélise de 6leos e/ou gorduras, tornando o processo

vantajoso para producéo de biodiesel.

3.7.1. Hidrélise Enzimatica

A utilizacdo de enzimas como catalisadores para promover a hidrélise
dostriacilglicer6is tem sido alvo de muitas pesquisas nos Ultimos anos. Reacdes
enzimaticas podem ocorrer sob certas condi¢bes de pH e temperaturas mais brandas (<
70°C), reduzindo os custos com energia, consumindo menos solvente, fornecendo produtos
mais puros e diminuindo o perigo com reacfes secundarias indesejaveis (SHARMA et al.,
2009; LI & WU, 2009). Desta forma, a catdlise enzimatica torna-se uma alternativa

favoravel para suprir os problemas relacionados aos processos tradicionais.

De acordo com Merc¢on (1998), o processo de hidrolise enzimética necessita de dois
requisitos para a operacdo: a formacdo de uma interface lipideo/agua e a absor¢do da
enzima nesta interface. Verger (1997) denomina as lipases como enzimas responsaveis
pela hidrolise de triacilglicerdis de cadeia longa, estas enzimas sdo classificadas como
hidrolases e atuam sobre as liga¢Oes ésteres de tri, di e monoacilglicerois, sendo ativas na

interface agua/dleo. Assim, quanto maior a interface agua/oleo, maior sera a quantidade de
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enzima adsorvida, 0 que acarreta maiores velocidades de reacdo de hidrdlise e elevados

indices de acidez.

Para avaliar a cinética de hidrélise enzimatica podem ser utilizados diversos
modelos de mecanismos. Segundo Sorensen & Novak (1996) o mecanismo de Michaelis —
Menten é o mecanismo mais utilizado em cinéticas de hidrélise enzimatica, pois fornece a
relagdo entre a velocidade de hidrélise do substrato com a concentragdo do substrato
limitante. Nesse modelo cinético, a enzima é catalisada por um sistema de multi-fase —
onde a reacdo aumenta pela adsorcdo da enzima sobre a interface agua/substrato
(POURZOLFAGHAR et al., 2015). Em suma, € um modelo de equilibrio para reacdes
enzimaticas que envolve apenas um substrato em um processo de duas etapas: onde a
enzima combinada com o substrato vai constituir o complexo enzima-susbtrato e, a partir

deste, produzira o produto final (Equacéo 04).

ki/k
E+s &% Es L E+P (04)

Em que:

E: Enzima

S: Substrato

ES:Complexo enzima-substrato
P: Produto

Ka;2;3):Velocidade especifica de reacéo

A constante de velocidade especifica k, indica que o processo ainda pode ser
reversivel. Desta maneira, ao considerar que no processo de hidrolise pode ocorrer a
sintese reversa das reacdes, Gandhi (1995)salienta que as lipases sdo capazes de catalisar a
reacdo de hidrolise e também sua reacdo de sintese no sentido inverso de maneira mais

eficiente.

Estudos envolvendo lipases em reacdes de hidrélise véem sendo documentados pela
literatura ao longo dos anos utilizando diferentes enzimas e substratos. Kiatsimkul et

al.(2006) estudaram 8 diferentes lipases comerciais na hidrolise de 6leo de soja em
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agitador rotativo e verificaram que a lipase de C. rugosa conduziu a um melhor indice de
acidez na reacdo de hidrolise enzimética em 24 horas (25%) seguida da lipase de A. Niger
(13%). Quando foi realizada hidrélise enzimatica do 6leo de soja epoxidado, 45% no
indice de acidez foram obtidos pela lipase de B. cepaciaee23% pela lipase de C. rugosa,

em 2 horas de reacao.

Rodrigues & Ayub (2011) estudaram a hidrdlise de 6leo de soja com mistura de
enzimas comerciais de T. Lanuginosus (TLL, Lipolase 100L, imobilizada em Lewatit® VP
OC 1600) e R. Miehei (RML, Lipozyme RM IM). A condi¢do 6tima encontrada foi a razao
molar &gua/6leo 3:1, a 30°C, com 10 horas de reagdo em um agitador rotativo, utilizando-
se 25% de enzima em relacdo a massa de Oleo (razdo maéssica TLL/RML de 65%)

resultando em 95% no indice de acidez.

Pesquisas documentadas na literatura para a hidrolise enzimética de 6leos ou
gorduras demonstram que os maiores indices de acidez obtidos da utilizacdo de lipases
comerciais, geralmente imobilizadas, como catalisadores. Uma destas lipases comerciais
imobilizadas que possui alta atividade enzimatica e € muito utilizada para a conversdo de

ésteres de acidos graxos livres € a enzima Lipozyme TL IM.

3.7.2. Lipozyme TL IM

A Lipozyme®TLé uma lipase extraida do fungo Thermomyces lanuginosus (TLL) e
produzida por fermentacdo submersa do microorganismo Aspergillus oryzae. A
Lipozyme®TLpode ser encontrada comercialmente tanto em forma liquida (Lipozyme
TLL) quanto em forma imobilizada (Lipozyme TL IM) (BABICZ, 2009).

Segundo Rampin (2007) a Lipozyme TL IM é imobilizada em silica granulada com
tamanho de suas particulas variando de 300 ym a 1000 ym e foi desenvolvida inicialmente

para reacOes de interesterificacdo de Oleos vegetais na producdo de margarinas.

A Lipozyme TL IM possui sua especificidade pelas posi¢des 1 e 3, isto €, hidrolisa
as ligacBes em triacilglicerdis nos substratos preferencialmente nas posigdes 1 e 3.
Segundo Cavalheiro (2013) a especificidade da enzima ao hidrolisar os acidos graxos

livres se deve ao tipo de aminoacido presente na estrutura do sitio ativo da enzima.

A lipase Thermomyces lanuginosus apresenta sitio ativo recoberto por uma triade
catalitica de aminodcidos “Ser (146) — His (258) — Asp (201)”.Estes amino&cidos (Ser —
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His — Asp) sdo residuos de amino&cidos localizados em pontos relativamente distantes
entre si na cadeia peptidica, porém, devido ao dobramento desta cadeia (estrutura
terciaria), tornam-se estrategicamente préximos no centro ativo, comum no sitio ativo das
lipases. Esta triade de aminoacidos é protegida na molécula por uma cadeia polipeptidica
hidrofébica em forma deq-hélice (residuos 86-93) resultando em uma tampa, que, ao
interagir com a interface lipideo/agua, sofre uma mudanca conformacional expondo o sitio
ativo. (RAMPIN, 2007; POPPE, 2012;CAVALHEIRO, 2013).

Esta mudanca conformacional ocorre na estrutura tridimensional da lipase em
interfaces agua/6leo e é conhecida como ativagdo interfacial. De acordo com Poppe (2012)
a lipase quando presente em ambientes aquosos, sem 0 seu substrato natural, tem seu sitio
ativo coberto por esta tampa, permanecendo em sua forma fechada e tornando-se inativa.
Por outro lado, na presenca de substratos hidrofébicos, as lipases sdo adsorvidas na
interface 4gua/dleo, alterando a sua estrutura enzimatica (o que conduz a sua forma aberta),

deixando a enzima ativa.

A Tabela 3.5 apresenta a ficha técnica da lipase Lipozyme TL IM, fornecida pela
NOVOZYMES.

Tabela 3.5. Ficha técnica da Lipozyme TL IM

Forma Atividade enzimatica pH 6timo Temperatura 6tima Substrato especifico

Imobilizada 250 IUN/g 6-8 50 — 75°C Esteres

Fonte: Adaptado de Novozymes (2016).

Devido a estas caracteristicas, sendo capaz de atuar em uma ampla faixa de pH e
temperatura, a Lipozyme TL IM véem sendo cada vez mais aplicada na hidrolise
enzimatica de Oleos e gorduras. Esta enzima possui sua maior utilizacdo voltada para a
indUstria alimenticia. Entretanto, a TL IM esta sendo cada vez mais aplicada em outros
setores industriais como, por exemplo, para a fabricacdo de detergentes de roupas em po,
facilitando na remocdo das manchas de gorduras (DARIO, 2006) e na industria de
biocombustiveis, sendo alvo de pesquisas como catalisadores para producdo de biodiesel
em diversos 0leos vegetais como de Canola (CAVALHEIRO, 2013); Soja (RAIZER et al.,
2014);Palma (BABICZ, 2009); dentre outras oleaginosas.
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3.8. AGENTES EMULSIFICANTES

Emulsificante € um composto organico que contribui para a estabilidade de uma
emulsdo devido a sua estrutura molecular anfifilica, a qual envolve dois componentes: um
lipofilico, que é solivel em gordura e solventes apolares, e um hidrofilico, que é soluvel
em agua (PROENCA et al., 2006).

Os agentes emulsificantes, com propriedade de diminuir a tensdo interfacial entre o
Oleo e a agua, tém papel fundamental na estabilizacdo de emulsbes. As emulsdes sao
dispersbes de duas fases liquidas imisciveis entre si (6leo e &gua) estabilizadas pela
presenca de agentes emulsivos, localizados na interface 6leo/agua. Segundo Oliveira et al.
(2004), estes compostos ndo conseguem diminuir a tensdo interfacial a ponto de contrariar
totalmente a energia livre de superficie provocada pelo aumento da area interfacial. Desta
forma as emulsBes sdo sistemas termodinamicamente instaveis e, no desenvolvimento
tecnoldgico, procura-se utilizar de meios que possam retardar pelo maior tempo possivel a

separacao das fases.

De acordo com Adamson (1982), quando um surfactante é adicionado ao sistema
6leo/agua, o sistema espontaneamente adsorve-o na interface provocando a redugdo da
tensdo interfacial do sistema. No equilibrio, a parte polar da molécula do surfactante se
orienta em direcdo a agua, e a parte hidrofobica em direcdo ao 6leo, arranjo que representa

um estado de estabilidade favorecido por interacdes entre 0s grupos.

Os agentes emulsificantes podem ser divididos em trés classes de compostos:
materiais naturalmente presentes no dleo, solidos finamente divididos e compostos
tensoativos introduzidos no 6leo. A presenca de tais agentes garante que a dispersdo se

mantenha inalterada por um longo periodo, estabilizando cineticamente a emulséo.

As emulsdes podem ser preparadas através de métodos mecanicos como 0s
homogeneizadores e a técnica de ultrassom. Além disso, se faz necessaria a adi¢do de
agentes emulsificantes (goma arabica), a fim de provocar um abaixamento da tensdo
interfacial do sistema (KARCHER, 2008).

Todas as técnicas utilizadas para emulsificar uma mistura possuem em comum 0
mesmo objetivo de formar uma emulséo entre as fases agua/oleo. Desta forma, estas

técnicas colaboram com a atuacdo da enzima numa reacdo de hidrélise enzimaética,
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aumentando a é&rea interfacial da mistura possibilitando uma maior taxa de reacdo

enzimatica.

3.9. ESTADO DA ARTE

O biodiesel é definido como uma mistura de ésteres mono-alquilicos produzidos a

partir de 6leos vegetais, gorduras animais e 6leo de algas.

Em escala industrial, o processo mais utilizado para a producdo deste
biocombustivel € a transesterificacdo, a qual utiliza éleos e gorduras refinadas, com baixos
teores de acidez (abaixo de 3,0 mgNaOH/g) e umidade (0,1% m/m) (DEMIRBAS, 2009).
A transesterificacdo ocorre quando o substrato (Oleo/gordura), na presenca de
catalisadores, reage com um alcool produzindo ésteres de é&cidos graxos livres e
glicerol.Catalisadores quimicos sdo comumente utilizados, e desta maneira, a catélise
basica tornou-se o principal meio para a producdo industrial de biodiesel. Contudo, o
processo ainda apresenta muitos problemas, como a reacdo de saponificacdo dos acidos
graxos livres e a significativa geracdo de agua residual durante as fases de separacdo e
purificagdo do produto. Nesse contexto, sdo encontrados muitos estudos recentes referentes
a trasesterificacdo (Fu et al.,2014; Chen et al.,2015; Yahya et al.,2016; Musa,2016; Marx,
2016).

Sob outra perspectiva, recentemente, estudos véem propondo a hidroesterificacdo
como uma nova rota para a producdo de biodiesel. Este processo ocorre em duas etapas:
hidrélise e esterificacdo. Nesta rota € possivel a utilizacdo de matérias — primasgraxas com
elevados teores de acidez e umidade. Desta forma, a principal vantagem da
hidroesterificacdo em relacdo a transesterificacdo se da pela utilizacdo de matérias primas
com alta acidez, ndo havendo necessidade de realizar seu pré-tratamento por uma reacdo de
neutralizacdo. Além disso, a rota também se torna vantajosa ja que também produz agua
como subproduto final da reacdo (fase de esterificacdo), a qual ainda pode ser reutilizada
no processo (ARANDA et al.,2009).

Na hidrdlise ocorre a reagdo entre um triacilglicerol com agua, produzindo &cidos
graxos livres e glicerol.O processo de hidrdlise pode ser controlado pelo excesso de agua
no meio reacional, e assim, ainda ha a possibilidade de ocorrer a sintese reversa das

reacOes.Pode-se ressaltar que uma das vantagens do processo de hidroesterificacdo esta
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contida na fase de hidrolise, onde o glicerol produzido fica contido nesta fase, ndo se
misturando com o produto final (biodiesel). Desta forma, Encarnacdo (2008) enfatiza que o
glicerol obtido é muito mais puro do que o obtido pelo processo convencional, onde um

significativo teor de sais, alcoois e outras impurezas acabam misturando-se no subproduto.

Na hidrolise também sdo utilizados catalisadores, podendo ser quimicos ou
enzimaticos. Todavia, pesquisas com catalisadores enzimaticos comerciais destacam-se na
literatura. Reagdes enzimaticas podemocorrer sob certas condi¢cGes de pH e temperaturas
mais amenas (< 70°C), reduzindo os custos com energia, consumindo menos solvente,
fornecendo produtos mais puros e diminuindo o perigo com reacBes secundarias
indesejaveis — reacdes de purificagdo (SHARMA et al., 2009; LI & WU, 2009), tornando-
se vantajosa em comparacdo a utilizacdo de catalisadores quimicos. Contudo, o principal
empecilho para a utilizacdo de catalisadores enzimaticos comerciais consiste em fatores

econdmicos, tendo um alto valor de comercializag&o.

A cinética da reacdo de hidrdlise enzimatica pode ser definida como um mecanismo
de Michaelis-Menten (HERMANSYAH et al., 2007). O mecanismo de Michaelis —
Menten fornece a relacdo entre a velocidade de hidrélise do substrato com a concentracédo
do substrato limitante. Nesse modelo de cinética a lipase é catalisada por um sistema de
multi-fase — onde a reacdo aumenta através da adsorcdo da enzima sobre a interface
agua/substrato e, apds, esta enzima adsorvida pela molécula de substrato produz o
complexo enzima-substrato (POURZOLFAGHAR et al., 2015).

Dentre as enzimas comerciais a Lipozyme TL IM véem sendo aplicada e
documentada em diferentes processos como: transesterificagdo (KHOR et
al.,2010),interesterificacdo (YANG et al., 2014), hidrdlise (CHEW et al., 2008;
ZENEVICZet al., 2016) e esterificacio (PALUDO et al., 2014).Segundo a
fabricante,Novozymes (2016), a Lipozyme TL IM € uma enzima imobilizada e suas
condicBes 6timas se ddo em uma faixa de pH de 6 a 8, em temperatura de 50 a 75°C, tendo
especificidade em seu sitio ativo pelas posicdes 1 e 3, o que eleva seu potencial de

atividade hidrolitica.

Nesse sentido, alguns estudos referentes a utilizagdo da enzima Lipozyme TL IM
acoplados a outras tecnologias de producdo na hidrdlise de triacilgliceréis foram
localizados na literatura (Tabela 3.6).
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Tabela 3.1. Estudos de hidrdlise enzimatica utilizando a enzima Lipozyme TL IM

Substrato

Condicdes reacionais

Obs.

Autor

Temp.
(°C)

pH

Razao Catalisador

molar

Tempo de

Indice de

reacdo acidez

(horas) (%)

Oleo de
palma

Oleo de
soja

Oleo de
soja

Oleo de
soja e
residuo de
oleo de
fritura

55

65

40

Agua

Agua

Agua

Concencao 19
de
6leo:874.7
6g/l.

Agua:
3,6% em
relacdo ao
substrato.

11 Liquido
(TLL)
2,3% em
relacdo ao
total de
substra-to

1:9 10%

1:20 10% em
relacdo a
massa da
razao

molar

5

48 89

2 60(6leo
de soja) e
61 (6leo
de
fritura)

Utilizou modelo
ping-pongbi-bi para
verificar a inibigéo
da enzima por
substrato e 4agua,
descrevendo
caracteristicas
cinéticas para a
hidrélise
enzimatica. A ndo
inibicdo da enzima
foi dada pelas
condicOes citadas.
Utilizou um modelo
DCCR para a
hidrélise
enzimatica. As
reacdes foram
realizadas em reator
a batelada a 200
rpm.

Testou a hidrdlise
enzimatica com e
sem a utilizagéo do
banho de ultrassom
nas condigdes
citadas, constatando
que o melhor indice
de acidez se obteve
com a utilizacdo do
ultrassom na
poténcia de 132W e
velocidade de
agitacdo de 600
rpm.

Analisou
diferentes razbes
molares &gua/dleo
e testou a
reutilizacdo  da
enzima na
hidrélise
enzimatica com o
uso do ultrassom
(132W-300rpm).
Conclui que com
a utilizacdo do

solvente  alcool
iso-propil 0
indice de acidez
do primeiro
reciclofoi 15%
maior.

Chew et
al.(2008)

Cavalcanti-
Oliveira et
al. (2011)

Feiten et al.
(2013)

Zenevicz et
al.(2016)
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4. METOLOGIA

4.1. REAGENTES QUIMICOS

Como indicador para as medidas de acidez do 6leo foi utilizado uma solugdo de
fenolftaleina (Synth®). No processo de medicdo para diluicdo da amostra foi utilizado
Etanol (Chemco®) e Eter etilico (BIOTEC®) absolutos e, como titulante na determinacéo
da acidez utilizou-se NaOH (Synth®). Estas solugcfes apresentam grau de pureza acima de
99%.

As solugdes tampdes foram preparas com solucbes de Fosfato de Sddio
Monobaésico P.A. e Fosfato de Sédio Dibasico P.A.

A goma arabica (BIOTEC®) foi utilizada como agente emulsificante.

4.2. ENZIMA

A lipase comercial Lipozyme TL IM, na forma imobilizada, foi utilizada como
catalisador da reacdo. Esta enzima é produzida pela Novozymes Biotecnologia Industrial e

foi cedida pela LNF Latino Americana.

4.3. OLEO DE SOJA

O substrato da reacdo de hidrdlise utilizado neste trabalho foi o dleo de soja

refinado da Cocamar, fornecido pelos mercados locais.

4.4. DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade enzimética da Lipozyme TL IM foi determinada por titulometria,
baseada no método proposto por Franken (2007) com adaptacfes. O método baseia-se na
titulacio com NaOH dos acidos graxos liberados pela acdo da enzima a partir dos

triacilglicerdis.
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Inicialmente preparou-se uma emulsdo para o meio reacional. Esta emulsdo foi
composta por solucdo de Tampdo fosfato 50mM pH 7,0, goma arabica 10% e pelo
substrato dleo de oliva (1,0 mM ou 7,15 % m/v). O pH da emulsdo foi medido e corrigido
para 7,0 (com NaOH 0,05 M).

As amostras foram preparadas adicionando 20 mL da emulsdo com 1,0 grama de
enzima em erlenmeyers de 125 mL e, ap6s, foram incubadas em Shaker, sob agitacdo de
130 rpm, em um tempo de 20 minutos a temperatura de 37°C. Dado tempo, a reacdo foi
interrompida adicionando-se 20 mL de solucdo etanol/acetona (1:1 v/v). Desta forma, a

amostra foi titulada em solucdo de NaOH (0,05 M) até atingir pH 10.

A atividade enzimatica foi calculada conforme a Equacdo (05), onde o resultado é

expresso em unidades por grama de substrato solido (U/gSS).

(Z AV) Mpyqon F.(60seg) (05)
At/ 1000 mL 1 min

Em que:

A: Atividade Enzimatica (U/gSS — Unidades por grama de substrato seco)
2V: Média dos volumes obtidos em cada tempo

At: Variagdo do tempo de hidrolise

Mnaon: Molaridade da solucéo de hidréxido de sédio

F.: Fator de correcdo do NaOH obtido da padronizacéo

4.5. HIDROLISE ENZIMATICA

As reacOes de hidrolise enzimatica do oleo de soja foram realizadas em sistema
fechado e batelada. Utilizando frascos Erlenmeyer - 125 mL, foram adicionadas as devidas
guantidades de razdo molar tampdo/6leo (pH e substrato) e razdo méassica enzima/substrato
(quantidade de catalisador). As amostras foram inseridas em uma incubadora refrigerada

sob certa velocidade de agitacdo. Ao final da reagdo, as amostras foram centrifugadas
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por5Sminutos, visando uma melhor separacdo das fases agua/dleo para a quantificagdo dos

acidos graxos livres.

4.6. QUANTIFICACAO DOS ACIDOS GRAXOS LIVRES (AGL)

O percentual de AGL do 6leo de soja (&cidos: palmitico, esteérico, oléico, linoléico,
linolénico) foi determinado pelo método de titulagdo acido/base Cd3d-63, recomendado
pela AOCS (1998). A titulacdo foi realizada com solugcdo de NaOH. Aproximadamente 1
grama de Oleo e 4 gotas de solucdo de fenolftaleina foram diluidas em 15mL de uma
solucdo 1:1 Etanol/Eter. Esta solucdo foi titulada com uma solu¢do de NaOH 1,0 M sob
agitacdo vigorosa até mudanca de coloragdo (mudanca subita de uma coloracdo branca
para rosa). Apos, o indice de acidez, o qual esta relacionado com a concentracdo de acidos

graxos livres na amostra, foi quantificado a partir da Equacéo (06).

V X Mygon X MMygy, (06)
m

AGL (%) = 100 x

Em que:

V: volume de solucdo deNaOH utilizado na titulacdo (mL);

Mnaor: molaridade da solucéo de NaOH (mol L™);

MMagcL: massa molar média ponderada dos acidos graxos do 6leo de soja

m: massa da amostra de 6leo (g)

4.7. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Foram realizados dois planejamentos experimentais: um do tipo Placket-Burmann e
outro do tipo DCCR (Delineamento Composto Central Rotacional). Para estes
planejamentos as condi¢fes de temperatura (50 — 60°C) e pH (6 — 8) foram definidas a
partir da ficha técnica da enzima, fornecida pela sua fabricante:Novozymes. As condic¢Ges

da razdo molar tampé&o/6leo (10 — 50:1) e razdo massica enzima/substrato (1 — 10%) foram
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definidas baseando-se em estudos documentados na literatura para a enzima Lipozyme TL
IM (FEITEN et al., 2013;ZENEVICZ et al., 2016). Os niveis da velocidade de agitacdo do
reator foram definidos considerando um limite minimo e maximo para a agitacao (o limite

maximo foi delimitado pela condi¢do do equipamento: 100 — 150 rpm.

O planejamento Placket-Burmann objetivou avaliar todas as condi¢Bes operacionais
influenciaveis na reacdo de hidrélise enzimética: temperatura da reacdo, pH, velocidade de
agitacdo do reator, razdo molar tampao/6leo e razdo massica enzima/substrato. A reagédo
ocorreu em um periodo de 1 hora. Os niveis e experimentos realizados para este
planejamento sdo apresentados na Tabela 4.1. Pelo planejamento, foram verificados os

efeitos destas variaveis na reagdo de hidrélise enzimética.

Apds a avaliacdo de todos os efeitos das condi¢Bes operacionais sob a reacdo de
hidrolise foi realizado um novo planejamento experimental do tipo DCCR. Este
planejamento objetivou realizar uma melhor avaliacdo dos efeitos que se demonstraram
menos significativos pelo planejamento Placket — Burmann: temperatura, pH e razdo molar
tampdo/oleo. Desta forma, as variaveis, avaliadas anteriormente,velocidade de agitacdo do
reator e razdo massica enzima/substrato foram fixadas. A velocidade de agitacédo foi fixada
no nivel maximo analisado (150 rpm) e a raz8o massica enzima/substrato foi fixada em 1%
em relacdo a massa de 6leo. Esta porcentagem minima de catalisador foi fixada de modo
que esta varidvel ndo exercesse maior influéncia na reacdo sob as demais variaveis e
também levando em conta os fatores econdmicos associados a utilizacdo de enzimas
comerciais. Assim, o planejamento DCCR buscou otimizar a reacdo de hidrolise
enzimatica do 6leo de soja considerando as varidveis mais econdmicas que influenciam no
resultado (indice de acidez) do processo. Esta reacdo de hidrélise enzimatica ocorreu em
um periodo de 3 horas. Os niveis e experimentos realizados para este planejamento sdo

apresentados pela Tabela 4.2.

Os resultados destes planejamentos foram verificados pela metodologia de
superficie de resposta, utilizando o software Statistic 7.1(FRE, 2009), com um nivel de

significancia de 95%.
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Tabela 4.1. Planejamento Experimental Placket-Burmann: niveis e experimentos
realizados

Ensaio

0 N oo 0B~ W DN

PC

Valores Codificados/Reais

Temp. (°C)
1 (60)
-1 (50)
-1 (50)

1 (60)
-1 (50)
1 (60)
1 (60)
-1 (50)
0 (55)

pH
1(8)
1(8)
-1(6)
-1(6)
1(8)
-1(6)
1(8)
-1(6)
0(7)

rpm T/O (% raz&o molar)
1 (150) -1 (10)
1 (150) 1 (50)
1 (150) 1 (50)
-1 (100) 1 (50)
-1 (100) -1 (10)
1 (150) -1 (10)
-1 (100) 1 (50)
-1 (100) -1 (10)
0 (125) 0 (30)

1 (10)
-1(1)
1(10)
1(10)
1(10)
-1(1)
-1(1)
-1(1)
0(5)

E/S (% razdo méssica)

Temp.= temperatura;pH= solucdo tampé&o; rpm= velocidade de agitacio do reator; T/O= razdo molar
tampdo/bleo; E/S= razdo massica enzima/substrato

Tabela 4.2. Planejamento Experimental DCCR: niveis e experimentos realizados

Valores Codificados/Reais

Ensaio

© 0O N o 0o B~ W DN P

L o =
A W N R O

PC1
PC2
PC3

Temp. (°C)
-1 (40,1)
1(54,9)
-1 (40,1)
1(54,9)
-1 (40,1)
1(54,9)
-1 (40,1)
1(54,9)

-1,68 (35,0)

1,68 (60,0)
0 (47,5)
0(47,5)
0(47,5)
0(47,5)
0(47,5)
0 (47,5)
0 (47,5)

T/O (% razdo molar)
-1(26,1)
-1(26,1)
1(43,9)
1(43,9)
-1 (26,1)
-1 (26,1)
1(43,9)
1(43,9)
0(35,0)
0(35,0)

-1,68 (20,0)
1,68 (50,0)
0(35,0)
0(35,0)
0(35,0)
0 (35,0)
0 (35,0)

pH
-1(6,4)
-1(6,4)
-1(6,4)
-1(6,4)
1(7,6)
1(7,6)
1(7,6)
1(7,6)
0(7,0)
0(7,0)
0(7,0)
0(7,0)
-1,68 (6,0)
1,68 (8,0)
0(7,0)
0(7,0)
0(7,0)

Temp.= temperatura; T/O= razdo molar tampao/dleo; pH= solugéo tampao
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4.8. CINETICA DA HIDROLISE ENZIMATICA DO OLEO DE SOJA

As cinéticas da hidrolise enzimética do 6leo de soja foram realizadas a partir da
melhor condicdo para a velocidade de agitacdo do reator (Placket — Burmann) e para a
melhor condicdo de temperatura e pH dada pelo ponto 6timo do planejamento
experimental DCCR. No total, foram realizadas sete cinéticas variando a razdo molar

tampdo/dleo, a dosagem de enzima e avaliando a utilizagdo de agentes emulsificantes.

A cinética de referéncia e as cinéticas que avaliaram a utilizacdo de agentes
emulsificantes foram realizadas pela condicdo Otima encontrada no planejamento
experimental DCCR (Temp., pH, T/O). A partir desta, variou-se a dosagem de enzima e a

razdo molar tamp&o/6leo na hidrolise enzimética do 6leo de soja.

Para a cinética de referéncia, pesou-se, em balanca analitica, 23,60000 gramas de
massa de 6leo diretamente em um reator de vidro (Erlenmeyer - 125 mL). Apds, 18,30000
gramas de pH e 0,23000 gramas de enzima (1% de enzima em relacdo a massa de 6leo)
(pesados em balanga analitica) foram adicionados neste reator. Na cinética variando a
dosagem de enzima, adicionaram-se a mesma quantidade para a razdo molar tampao/6leo,
contudo, inseriu-se 2% (0,46000 gramas) de enzima em relacdo a massa de 6leo. Para as
cinéticas que avaliaram a razdo molar tampéo/6leo, da mesma forma, foram acrescentadas
a mesma quantidade de 6leo e de enzima utilizados para a curva de referéncia, mudando a
quantidade de pH para as razdes molares: 20:1 (9,70000 gramas) e 50:1 (24,30000
gramas). Estas reacGes foram conduzidas em um reator refrigerado e com agitacdo
mecanica a uma velocidade de agitacdo de 150 rpm, em 52,2°C. Ao término da reacdo, as
amostras foram centrifugadas para separacdo das fases dgua — Oleo. Apds, pesou-se, em
balanca analitica, 1,00000 gramas da fase 6leo da amostra e avaliou-se o indice de acidez

obtido na reacao.

4.8.1. Efeito do uso de Agentes Emulsificantes na Cinética da Hidroélise Enzimatica
do Oleo de Soja

As cinéticas foram realizadas com a utilizagdo de ultrassom de sonda Ultronique,
de poténcia nominal de 500 W e frequéncia de ondas ultrassonicas de 20 kHz. As amostras

para a hidrolise enzimatica do 6leo de soja foram previamente preparadas (em frascos de
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Erlenmeyer - 125 mL), com a melhor condi¢do de razdo molar tampéo/éleo (T/O= 37,7:1)
e a partir de entdo, foram emulsificadas pelo ultrassom utilizando a poténcia maxima do
equipamento (99 W) durante 1 minuto. A poténcia maxima do ultrassom foi utilizada a fim
de homogeneizar as fases em um curto periodo de tempo para que ndo houvesse influéncia
da temperatura do equipamento na amostra. Apds a homogeneizagdo das fases, a enzima
(1%) foi inserida na amostra emulsificada e a reacdo de hidrdlise enzimética seguiu no
reator refrigerado e com agitacdo mecanica (52,2°C e 150 rpm).

A cinética que utilizou a goma arabica BIOTEC® simultaneamente com o
ultrassom de sonda como agentes emulsificantes também foi previamente preparada. Em
um reator de vidro (Erlenmeyer - 125 mL) foi adicionada a razdo molar tampé&o/6leo
(37,7:1) e 10% (4,20000 gramas) de goma arabica — esta porcentagem foi determinada a
partir de testes iniciais onde a estabilidade da emulsdo foi testada com diferentes
porcentagens de goma arébica (1 — 5 — 10%). As amostras foram emulsificadas porl10
minutos até a completa homogeneizacao das fases d&gua — 6leo com a goma arabica. Para a
adicdo da enzima foi feito um controle da temperatura na amostra, com um termémetro
digital, pois esta era retirada do ultrassom em torno de 80°C. Quando a temperatura da
amostra emulsificada atingiu a faixa de 50 — 55% a enzima (1%) foi adicionada na mistura
e a reacdo seguiu no reator refrigerado e com agitacdo mecanica (52,2°C e 150 rpm).

A amostra para a cinética realizada somente com a goma ardbica como agente
emulsificante foi prepara um reator de vidro (Erlenmeyer - 125 mL) adicionando-se a
razdao molar tampéo/6leo (37,7:1), os 10% de goma arabica e 0 1% de enzima. Apds, a
amostra seguiu para reacdo de hidrdlise enzimética no reator refrigerado e com agitacdo
mecanica (52,2°C e 150 rpm).

Ao término de cada reacdo as amostras da hidrélise enzimatica do 6leo de soja
foram centrifugadas por 5 minutos, separando as fases agua — 6leo. Pesou-se, em balanca
analitica, 1,00000 gramas da amostra de 6leo e avaliou-se o indice de acidez obtido pelas

reacoes.

4.9. MODELAGEM MATEMATICA

A cinética da hidrélise enzimética do 6leo de soja, em um sistema fechado e em

batelada, foi modelada considerando as seguintes hipoteses:
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(i) hipotese do estado pseudo- estacionario(HEPE) para compostos intermediarios;

(ii) reacdo de hidrolise enzimatica definida como um mecanismo de Michaelis —

Menten;
(iii) mistura ideal para a fase liquida;
(iv) processo isobarico e isotérmico;

(v) taxa de reagdo elementar.

O mecanismo de Michaelis — Menten para reacdes de hidrdlise catalisadas por
enzimas é descrita pela Equacdo presente na Tabela 4.3. Este mecanismo considera a
adsorcdo da enzima na interface agua-6leo, ligando-se com o substrato (tri, di e
monoacilglicerdis) e produzindo o complexo enzima-substrato. Apds, este complexo

enzima-substrato reagira com a agua e produzira acidos graxos livres e glicerol.

O modelo matematico para a cinética de hidrélise enzimatica do dleo de soja foi
obtido pela aplicacdo da lei de conservagdo de massa (base molar) para todos 0s
compostos.O balanco molar para tri, di e monoacilglicerois, agua, glicerol e acidos graxos

livres sdo demonstrados pelas Equagdes (13) - (18), respectivamente.

Tabela 4.3. Mecanismo de Michaelis-Menten para hidrdlise enzimatica de 6leo vegetal

k1 /k
TAG+E 22 146 - E (07)

k
TAG-E + H,0 5 DAG + AGL + E (08)

ka /k
DAG + E ' pac -E (09)

k
DAG -E + H,0 = MAG + AGL + E (10)

k- /k
MAG +E % yac B (11)

k
MAG -E + Hy,0 = GL + AGL +E (12)

TAG= Triacilglicerol, DAG= diacilglicerol, MAG= monoacilglicerol, AGL= 4cidos graxos livres,
GL= glicerol, E= enzima, TAG®E, DAGeE, MAGeE = complexo enzima — substrato. ki, kg, € k=

constantes da velocidade especifica de adsor¢do da enzima entre a interface aquosa enzima — substrato, ky, ks,
e kg= constantes de velocidade especificadedessor¢do da enzima entre a interface aquosa enzima — substrato,

ks, ke, € ko= constantes de velocidade especificas das reacdes.
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dCyeL

dCrag
dt

(t) = —k1Crac () Cg(t) + kyCrpg.£(t)

dac

thAG (t) = k3 Crag-g(t)Cryo () — kaCpag () Ce(t) + ksCpag-£(t)
dc

CZAG (t) = keCpag-r(t)Cryo (t) — k1Cyag () Ce(t) + kgCpag-£(t)

dCHZO
Tt (t) = —k3Crac-e(£)Chyo (t) — k6Cpag-£(t)Ch,o (t)
— koCrag-£(£)Chyo (t)

at (t) = ko Cyag-£(t)Chyo (1)

(t) = k3Crac-e(£)Chyo (£) + k6Cpag-£(t)Cyo (t) + koCrag-£(t)Chyo (£)

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)

O balango molar para o complexo enzima-substrato (TAGeE, DAGeE, MAGeE)

enzima-substrato é apresentado pelas Equacgdes (19) — (21).

0 = k1Crac(£)Ce(t) — kyCrac.p(t) — k3Crac-g(t)Ch,o (£)

0 = ky4Cpac(t)Cp(t) — ksCpag.£(t) — k6Cpag-(t)Chyo (t)

foi escrito baseado na Hipotese do estado pseudo-estacionario, o qual considera que 0s
reativos intermediarios reagem tdo rapido quanto sdo formados, ou seja, a taxa de

formacdodos reativos intermediarios é nula. Com isso, o balango molar dos complexos

(19)

(20)
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0 = k1Cyag (£)Cp(t) — kgCrag-£ () — koChag -5 () Chyo () (21)

O balan¢o molar para a enzima livre (E), dado pela Equacéo (22), foi escrito baseado

na concentragdo do complexo enzima-substrato e na concentracéo total de enzima (C‘E"ta' ).

Cp(t) = CE"™ — Crpg.5(t) — Cpag-e() — Cyag-e(t) (22)

O modelo matematico, composto pelas Equacbes (19) - (21) e pelas condicbes
iniciais apresentadas anteriormente, foram solucionadas utilizando o método numérico

Rosenbrock pelo software Maple®.

Os valores das constantes de velocidade (Kj,...,ko),foram estimados a partir dos
dados experimentais obtidos pela cinética da hidrdlise enzimatica e a minimizacdo da
funcdo objetiva € representada pela Equacdo (23).0 método de otimizacdo Simplex
Dowhill desenvolvido por Nelder & Mead (1964) foi utilizado para pesquisar o minimo da

funcgéo objetiva.

nc nd (23)

Em que:

NC: nimero de componentes (TAG, DAG, MAG, AGL);

nd : nimero de dados experimentais;

exp

I - concentracdo experimental do componentej;

mod

I+ concentracdo do componente j calculado pelo modelo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos pelo estudo da
hidrolise enziméatica do 6leo de soja em funcdo dos planejamentos experimentais e do

estudo cinético.

5.1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL PLACKET-BURMANN

Ensaios, baseados em um planejamento experimental tipo Placket-Burmann, foram
realizados com o intuito de avaliar o efeito das condi¢des de temperatura (50-60°C), pH (6-
8), velocidade de agitacdo do reator batelada (100-150), razdo molar tampéo/6leo (10:1-
50:1) e razdo massica enzima/substrato (1-10%) no rendimento da reacdo de hidrélise
enzimatica do 6leo de soja empregando a enzima Lipozyme TL IM. Na Tabela 5.1 sdo
apresentados os resultados do indice de acidez do 6leo ap6s a reagdo de hidrolise para cada
ensaio. Nas condicGes investigadas, o indice de acidez variou de 2 a 27,2%, sendo que a
méaxima concentracdo de acidos graxos livres foi observada na menor temperatura (50°C),
no pH mais &cido (6), na maior velocidade de agitacdo (150 rpm), na maior razao
tampdo/6leo (50:1) e, finalmente, na maior quantidade de enzima (10%). Embora tenha
sido obtido um resultado relativamente baixo para o indice de acidez maximo (27,2%),
mesmo utilizando uma enzima com atividade elevada (213,75 U/g), deve-se considerar o
curto tempo de reacdo em que foram realizados os experimentos (1 hora). No processo de
hidrélise enzimatica, utilizando enzimas comerciais como catalisadores, sdao desejados
resultados com valores no indice de acidez de até, aproximadamente, 99%. AGUIEIRAS et
al. (2014) avaliaram a hidrdlise enzimatica (Lipozyme RM IM) do éleo de macauba e,
alcancaram valores no indice de acidez de 99,6% ap06s 6 horas de reacdo. Em 1 hora de
reacdo foi atingido 76,7% no indice de acidez. Os autores utilizaram alta concentragdo de
0leo (50%) e concentracdo de tampé&o (pH 4) para 2,5% de enzima.

Com intuito de avaliar o efeito das condi¢cGes operacionais investigadas foi
utilizado o grafico de Pareto, o qual é apresentado na Figura 5.1. Este grafico permite
observar que a um nivel de significancia de 5%, apenas a razdo molar tampéo/éleo néo foi
estatisticamente significativa, dentro dos niveis avaliados. Além disto, o grafico de Pareto

indica que maiores valores no indice de acidez podem ser obtidos com maiores valores de
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Valores Codificados/Reais

Ensaio | Temp

11111111111111111
11111111111111111111111111111
3 -1 (50) -1 (6) 1 (150) 1 (50) 1 (10) 27,2+0,3
1111111
5 -1 (50) 1(8) -1 (100) -1 (10) 1(10) 4,8+0,6
11111111111111111111
1 (60) 1(8) -1 (100) 1 (50) -1(1) 2,004
8 -1 (50) -1 (6) -1 (100) -1 (10) -1(1) 2,2+0,2
0 (55) 0(7) 0 (125) 0 (30) 0 (5) 18,4+ 0,9

Atividade enzimatica = 213 U/

e
Temp 3 ??????



Na Tabela 5.2 sdo apresentados os resultados da andlise da variancia referente aos

resultados do planejamento experimental tipo Placket-Burmann. A partir do teste de

Fischer foi verificada a validade do modelo. De acordo com Box & Wetz (1973) para uma

regressdo ser considerada significativa é sugerido que o valor de Fcal seja de 4 a 5 vezes

maior que o valor de Ftab. Neste trabalho o valor de Fcal foi 2,2 vezes maior que o valor

de Ftab, ndo demonstrando desejada significancia para a regresséo, contudo, o valor foi

considerado ja que Fcal>Ftab. Por outro lado, o valor do coeficiente de determinagéo

obtido para o modelo foi de 0,97, indicando que 97% da variabilidade da resposta (indice

de acidez) pode ser explicada pelo modelo, o qual tem como varidveis independentes as

condigdes operacionais testadas (Temp., pH, rpm, T/O, E/S).

Tabela 5.2. Andlise da variancia

SQ GL QM
Regressdo 830,9297 5 166,1859
Residuos 25,3151 3 8,4344
Total 856,2448 8

R?= 0,97

O indice de acidez em funcdo das variaveis analisadas pode ser descrito pelo

modelo estatistico apresentado na Equacgdo 24. O modelo foi elaborado considerando todos

os efeitos analisados neste planejamento experimental.

IA = 14,33 + 7,48T —9,75pH + 11,08rpm + 195T/0 + 11,74E/S

Em que:

IA: indice de acidez (%);

T: temperatura (°C);

pH: pH;

rpm: velocidade de agitagdo (rpm);
T/O: razéo molar tampé&o/dleo (%);

E/S: razdo méassica enzima/substrato (%).
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A Figura 5.2 exibe a distribuicdo dos valores preditos pelo modelo e os valores
observados. Nota-se que 0s pontos observados e preditos ndo se distanciam muito da reta
identidade, deste modo, torna-se possivel afirmar que o modelo segue uma distribuicéo
normal observando que hd um bom ajuste. Além do mais, o modelo apresenta a
distribuic@o do erro de forma aleatéria, fato que elimina a existéncia de erros sistematicos

ou de que a andlise seja tendenciosa, o que atribui uma maior confiabilidade ao modelo.

35

30 ¢

25 ¢

201

15+

Valores Preditos

10

-5 0 5 10 15 20 25 30
Valores observados

Figurab.2. Distribuicdo dos valores observados versus valores preditos

Segundo Vulfson (1994) a estabilidade das lipases depende da sua fonte de origem
(animais, vegetais ou microbianas), da sua massa molecular, da temperatura e do pH
utilizado no processo. Shanley (1998) comenta que as lipases sdo estaveis em solucdes
aquosas e neutras a temperatura ambiente, porém a grande maioria possui uma atividade
Otima entre 30 — 50°C. Para a enzima Lipozyme TL IM, a fonte de dados disponibilizada
pela Novozymes indica que para esta enzima a temperatura 6tima poderia variar de 50 a
75°C. Neste estudo o melhor indice de acidez da hidrdlise enzimética do 6leo de soja pela
enzima Lipozyme TL IM encontrou-se dentro da faixa fornecida pelo fabricante, ficando
em torno de 52°C. Khor et al. (2010) também verificaram o efeito da temperatura (30 a
60°C) e sua estabilidade enzimética na transesterificacdo do 6leo de palma com a enzima

TL IM e concluiram que a melhor temperatura ficou em 40°C, e que as reacfes ocorridas
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além desta temperatura ocasionaram uma desativacdo da atividade enzimatica. Observa-se
que a melhor temperatura obtida pelo autor encontrou-se abaixo da faixa especificada para
a enzima. De acordo com Hayes (2004) propriedades estruturais das lipases podem exibir
diferentes atividades enzimaticas para diferentes substratos, assim, qualquer processo
enzimatico deve ser otimizado baseando-se no seu substrato. Nesse sentido, acredita-se que
o diferente substrato (6leo de palma e alcool) utilizado possa ter influenciado para a

obtencdo da melhor temperatura (40°C) se dar fora da faixa de especificacdo da enzima.

As enzimas freqiientemente possuem um pH 6timo de atividade catalitica e, valores
diferentes destes, podem modificar a sua estrutura tridimensional, levando a uma
inativacdo parcial ou completa de sua atividade (LIU et al., 2008). Assim, o pH pode
exercer uma consideravel influéncia na hidrélise enzimatica de 6leo vegetais. De acordo
com a fabricante da Lipozyme TL IM (Novozymes), a sua melhor atividade catalitica
encontra-se na faixa de pH 6 a 8. Neste estudo constatou-se que a enzima Lipozyme TL IM
teve seus melhores resultados perante o indice de acidez relacionados com a utilizacdo de
pH em torno de 6, ficando dentro da faixa especificada pelo fabricante. Contudo, pelo
efeito do grafico de Pareto, para obter um melhor resultado no indice de acidez, deve-se
dimiminuir o pH utilizado na reacdo.Liu et al. (2008) analisaram o efeito do pH (ha faixa
de 5,2 a 8,3) na hidrélise do éleo de soja com a enzima imobilizada C. Lipolytica,
temperatura 45°C, em banho de ultrassom. Verificou que a minima atividade enzimatica
ocorreu com pH 6,1 e sua maxima atividade se deu com o pH 7,7. Apds deste, houve uma
ligeira diminuicdo desta com o aumento do pH até 8,3. Cavalheiro (2013) avaliou o efeito
do pH (5 — 8) para as enzimas combinadas Lipozyme RM IM e Calb e também Lipozyme
RM IM com a Lipozyme TL IM, tendo 6leo de canola como substrato. Foi verificadoa
enzima Lipozyme RM IM combinada com a Calb, em temperatura de 65,8°C, ativou-se
melhor em pH bésico de 8,2, por outro lado, a combinacéo da Lipozyme RM IM com a TL
IM, com temperatura de 40°C, teve melhor atividade em pH 4cido de 5,3. Desta forma, fica
constatado que cada enzima atua em sua faixa de pH especifica e assim, a verificacdo do
pH para as rea¢fes enzimaticas torna-se essencial para a otimizacdo dos processos. Pelos
resultados obtidos com a enzima Lipozyme TL IM, neste estudo e pelo estudo de
Cavalheiro (2013), verifica-se que esta enzima, apesar de atuar em uma ampla faixa de pH
(6 — 8), obteve sua melhor atividade em pHs mais &cidos (6 e 5,3).

Além disso, foi observado que os maiores valores do indice de acidez foram obtidos

com uma maior porcentagem de razdo massica enzima/substrato (10%) e uma maior
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velocidade de agitacdo do reator (150 rpm). Estas duas variaveis geram um impacto de

grandeza similar na reagéo.

A utilizacdo de um catalisador tem por objetivo acelerar a velocidade da reacédo de
hidrolise enzimatica. Desta forma, tem-se em vista que quanto maior a razdo massica
enzima/substrato utilizada maior seria o indice de acidez obtido em um menor periodo de
tempo reacional. Isso explica a maior significancia deste efeito perante as demais variaveis
avaliadas no processo. Zenevicz (2015) obteve em seu trabalho a melhor condicdo da
hidrolise enzimatica do 6leo de soja, com o catalisador Lipozyme TL IM, utilizando 10%
de enzima em relagdo a massa total de agua/6leo (20:1) e o nivel m&ximo de velocidade de
agitacdo do reator batelada, 300 rpm. Além disso, a velocidade de agitacdo também é
muito significativa para o estagio inicial da reacdo, e esta, pode tanto favorecer a atuacdo
do catalisador na reacdo quanto desfavorecer, tendo em vista que altas velocidades
aumentam o cisalhamento sobre a enzima, podendo ocorrer a sua desnaturacdo e, por
consequéncia desativacdo. Chew et al. (2008) testou o efeito da velocidade da agitacdo do
reator em diferentes niveis de rotacdo (100; 150; 200; 250; 300), utilizando éleo de palma
(razdo molar agua/éleo 3,6:1) e a enzima Lipozyme TL IM (1 grama), atingindo maiores
conversdes em &cidos graxos livres para as maiores velocidades de agitacdo (200, 250 e
300 rpm).

O teor de agua desempenha uma importante funcdo na atividade enzimaética da
lipase. Para que haja sua total atividade catalitica, € necessaria a existéncia de uma
interface lipideo/agua e uma adsorgdo de enzima nesta interface. Contudo, esta interface é
critica, pois mesmo em solventes hidrofébicos ha uma quantidade de &gua considerada
Otima nas circunvizinhancas da enzima, formando a interface essencial para a ativacdo da
lipase (FARIA, 2010; BUENO, 2005). Assim, torna-se essencial avaliar a razdo molar
agua/dleo que mais se adequara a enzima utilizada, pois mesmo com um excesso de agua,
sua atividade poderd exercer efeito reverso na hidrolise enzimética, podendo desnaturar
devido a este excesso(POPPE, 2012).Para este estudo, nas faixas investigadas, observou-se
que a razdo molar tampdo/6leo, ndo exerceu significativa influéncia na reagdo. Cavalheiro
(2013)ao estudar a hidrolise do 6leo de canola avaliou as variaveis temperatura, pH,
quantidade de enzima e difentes razbes molares tampao/oleo: 3:1; 7,5:1; 12:1; 16,5:1 e
21:1, utilizando a combinacdo de enzimas: Lipozyme RM IM com Lipozyme TL IM e

Lipozyme RM IM com Calb. Para estas variaveis, observou-se que a razdo molar

64



tampdo/6leo também ndo foi significativa na reacdo, destacando-se a influéncia da

temperatura sob as outras variaveis.

Em suma, os resultados deste planejamento experimental indicam que, dentre os
fatores testados (Temp., pH, rpm, T/O, E/S), apenas a razdo molar tampdao/6leo nao foi
estatisticamente significativa (na faixa investigada) e que, em ordem decrescente de
significancia estatistica, os efeitos significativos foram razdo massica enzima/substrato,

velocidade de agitacédo, pH e temperatura.

A razdo molar tampé&o/dleo juntamente com a razdo massica enzima/substrato, sdo
variaveis que podem, dependendo dos niveis utilizados, exercer significativa influéncia em
uma reacdo de hidrolise enzimatica. A enzima ira atuar na reacdo sob a interface agua/éleo
(BABICZ, 2009) e, o tipo e a quantidade de catalisador védo influenciar diretamente na
velocidade e no indice de acidez da reacdo. A utilizacdo de enzimas comerciais nos
processos de hidrdlise enzimatica véem demonstrando ser uma excelente opcdo de
catalisadores, contudo, sua utilizagdo torna-se limitada, geralmente, por fatores
econdmicos (Lypozyme TL IM = 10 g- R$ 750,00; SIGMA- ALDRICH, 2016). Desta
forma, analisando os fatores econdmicos que envolvem as reacfes enzimaticas e tendo em
vista que essas atuam sobre uma interface agua/éleo, verifica-se que a melhor opc¢éo, a fim
de otimizar o processo de hidrélise enzimética do 6leo de soja, se da por buscar uma razéo

molar tampéo/6leo que seja favoravel para a atuacdo da Lipozyme TL IM.

Neste planejamento observou-se que a razdo molar tampéo/éleo ndo demonstrou ser
significativa para a hidrolise enzimatica do 6leo de soja. Entretanto, tendo em vista sua
importancia perante a atuacdo do catalisador, intervindo no indice de acidez da reagdo, e
considerando os fatores econdémicos associados com a utilizacdo da enzima Lipozyme TL
IM, um novo planejamento experimental do tipo DCCR foi elaborado com o intuito de
avaliar melhor o efeito deste e das demais variaveis que influenciam no processo, mas, que
neste planejamento, ndo demonstraram maior significancia: temperatura, pH e razdo molar
tampéo/6leo. Além de avaliar melhor o efeito destas variaveis, o planejamento DCCR
objetivou otimizar o resultado do indice de acidez pelas varidveis analisadas, utilizando
uma porcentagem minima de enzima ( considerando o seu alto custo para 0 processo) na

hidrolise enzimatica do 0leo de soja.
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5.2. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL DCCR - DELINEAMENTO
COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL

Ensaios, baseados em um planejamento experimental tipo DCCR, foram realizados
com o intuito de avaliar o efeito das condicdes de temperatura (35 — 60°C), pH (6 - 8) e
razdo molar tampdo/éleo (20:1-50:1) no rendimento do resultado (indice de acidez) da
reacdo de hidrélise enzimatica do 6leo de soja empregando a enzima Lipozyme TL IM.
Ademais, também objetivou-se elevar o indice de acidez do processo com a otimizacéo
destas variaveis, a fim de utilizar a menor razdo massica enzima/substrato e diminuir os
custos envolvidos no processo com a utilizacdo de catalisadores enzimaticos comerciais.
Desta forma, nestes ensaios, foram fixadas a razdo méssica de enzima/substrato em 1% de
catalisador em relagdo & massa de oOleo utilizada e a velocidade de agitacdo em 150 rpm.
Embora os resultados do planejamento Placket-Burmann tenham sugerido um aumento da
temperatura e do pH, para este planejamento foi considerada apenas a faixa de valores
indicados pela ficha técnica da enzima Lipozyme TL IM, fornecida pela Novozymes. Por
outro lado, como indicado nos resultados anteriores, e, tendo em vista a forte influéncia
que a razdo molar adgua/dleo (tampéo/6leo) exerce sob a atividade enzimatica (SHARMA
et al., 2009) a sua faixa de estudo foi aumentada para uma melhor analise desta variavel na

reacao.

Na Tabela 5.3 sdo apresentados os resultados do indice de acidez do 6leo apés a
reacdo de hidrdlise para cada ensaio (tempo reacional = 3 horas). Nas condi¢cdes
investigadas, o indice de acidez variou de 6,3 a 43,8%, sendo que a maxima concentracdo
de &cidos graxos livres foi observada em condigdes proximas dos limites minimos (Temp.=
50°C; pH=6,4) e maximos (T/O= 43,9:1;) das variaveis.

Com intuito de analisar o efeito das condi¢bes operacionais avaliadas neste
planejamento foi utilizado o grafico de Pareto, o qual é apresentado na Figura 5.3. Este
gréfico permite observar que, a um nivel de significancia de 5%, a temperatura, o pH e a
sua interacdo demonstraram ser significativos no processo, por outro lado, a razdo molar
tampdo/6leo, bem como as suas interacbes com 0s outras variaveis, ndo demonstra ser
significativa para este planejamento. Além disso, o grafico de Pareto indica que podem ser
obtidos maiores valores no indice de acidez com a diminuicdo dos valores para todas as

variaveis analisadas.
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Na Tabela 5.4 sdo apresentados os coeficientes do modelo estatistico bem como os p-

valores de cada fator. Baseado nos p-valores, com um nivel de significancia de 5%, foi

verificado que as variaveis temperatura e pH, bem como sua interacdo, sao estatisticamente

significativas, pois apresentam p-valores menores que 0,05. Nesse sentido, também

verifica-se que a razdo molar tampdo/6leo ndo demonstrou-se significativa no processo,

entretanto, apresenta p-valores relativamente baixos, podendo ser considerados no modelo.

Na Tabela 5.5 séo apresentados os resultados da analise da variancia referente aos

resultados do DCCR. A partir do teste de Fischer foi verificada a validade do modelo, uma

vez que o valor de Fcalc demonstrou-se 6,20 vezes maior que o valor de Ftab, sendo assim,

considerado um modelo significativo conforme Box & Wetz (1973).

Tabela 5.3. Valores do indice de acidez do 6leo de soja hidrolisado conforme condi¢6es de
um planejamento experimental DCCR

Ensaio

© 00O N o o B~ W N -

e ol =
w N B O

14
PC1
PC2
PC3

Valores Codificados/Reais

Temp. (°C)

-1 (40,1)
1(54,9)
-1 (40,1)
1(54,9)
-1 (40,1)
1 (54,9)
-1 (40,1)
1 (54,9)
-1,68 (35,0)
1,68 (60,0)
0 (47,5)
0 (47,5)
0 (47,5)
0 (47,5)
0 (47,5)
0 (47,5)
0 (47,5)

T/O (% razéo molar)

-1(26,1)
-1(26,1)
1 (43,9)
1 (43,9)
-1(26,1)
-1 (26,1)
1(43,9)
1(43,9)
0 (35,0)
0 (35,0)
-1,68 (20,0)
1,68 (50,0)
0 (35,0)
0 (35,0)
0 (35,0)
0 (35,0)
0 (35,0)

pH

-1(6,4)
-1 (6,4)
-1 (6,4)
-1 (6,4)
1(7,6)
1(7,6)
1(7,6)
1(7,6)
0(7,0)
0(7,0)
0(7,0)
0(7,0)
-1,68 (6,0)
1,68 (8,0)
0(7,0)
0(7,0)
0(7,0)

Indice de acidez

(%)
35,61
39,47
35,28
43,75
33,02

8,74
35,99

6,3
34,37
11,77
40,25
31,69
37,13
10,62
41,29
36,56
38,15

Atividade enzimatica = 213 U/g.

Temp.= temperatura; T/O= razdo molar tampao/dleo; pH= solugéo tampao
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Temp.(L)by pH(L) %-6,63219
pH(Q) %//////////// -4.56422

TIO(L) _,9430935
TIO(L) by pH(L) 560769
TI0(Q) 372006
Temp (L) by T/O(L) 1237909
IID=,I05 |

Figura5.3. Gréfico de pareto na interagdo dos efeitos das variaveis para o indice de acidez, com um intervalo
de 95% de confianga.

Tabela 5.4. Efeitos e coeficiente de regressao para a acidez, para um intervalo de
confianca de 95%.

Variavel Efeito Erro padréo p-valor Coeficiente
Média/Intercepto. 38,4925 1,974768 0,000000 38,4925
Temperatura (L) -11,3791 1,855820 0,000476 -5,68957
Temperatura (Q) -9,9033 2,044515 0,001869 -4,95166
T/O (L) -1,7502 1,855820 0,377036 -0,87511
T/O (Q) -0,7606 2,044515 0,720894 -0,38029
pH (L) -17,0935 1,855820 0,000037 -8,54674
pH (Q) -9,3316 2,044515 0,002592 -4,66581
Temp. (L) by T/O (L) 0,3000 2,423676 0,904960 0,15001
Temp.(L) by pH(L) -16,0743 2,423676 0,000295 -8,03714
A/O (L) by pH (L) -1,3591 2,423676 0,592443 -0,67956

68



Tabela 5.5. Analise da variancia do planejamento DCCR, para um intervalo de confianga

de 95%
SQ GL QM Fcal. Ftab.
Regressdo 3213,329 9 357,0365394 22,84303 3,68
Residuos 109,460 7 15,63
Total 3322,789 16

R’= 0,97

O valor coeficiente de determinacdo obtido para 0 modelo foi de 0,97, indicando
97% da variabilidade da resposta (indice de acidez) pode ser explicada pelo modelo, o qual
tem como varidveis independentes as condicGes operacionais testadas e significativas
(Temp., pH).

A Equacédo 25 descreve o modelo estatistico para o indice de acidez (IA), dentro
dos niveis investigados, em funcdo de todas as variaveis analisadas (Temp., pH e razdo

molar tampdo/6leo).

1A = 38,49 — 5,69T — 4,95T% — 0,86 T/0O — 0,38 T/0? — 8,55pH — 4,66pH* (25)
+0,15T T/O — 8,04T pH — 0,68T /0 pH

Na Figura 5.4 estd demonstrada a distribuicdo dos valores preditos pelo modelo e
os valores observados. A distribuicdo dos valores preditos versos os valores observados
tem por objetivo indicar o ajuste ou a falta de ajuste do modelo. Desta forma, pode-se
observar que ha um bom ajuste, uma vez que os pontos dos valores sdo encontrados em
torno da reta identidade, assim, torna-se possivel afirmar que o modelo segue uma
distribuicdo normal. Além disso, tambeém observar-se que a distribuicdo do erro ¢ aleatdria,
descartando a existéncia de erros sistematicos ou que a analise seja tendenciosa, o que

nesse sentido, confere uma maior confiabilidade ao modelo.
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Figura 5.4. Distribui¢do dos valores observados versus valores preditos.

Nas Figuras 5.5 a 5.7 sdo apresentadas as superficies de resposta referente aos
resultados do DCCR. Na Figura 5.5 é possivel verificar a influéncia da temperatura e do
pH sob o indice de acidez. Observa-se que os resultados mais significativos no indice de
acidez da hidrolise do 6leo de soja foram obtidos por temperatura na faixa de 44 — 55°C e
pH na faixa de 6 — 7 (na faixa mais acida). A Figura 5.6 representa a influéncia da
temperatura e da razdo molar tampao/6leo sob o indice de acidez, na qual é possivel notar
que a representacdo dos melhores resultados sdo indicados pela temperatura de,
aproximadamente, 50°C (temperatura) e para razdo molar tampdo/6leo em uma faixa de
25:1 — 40:1. Na Figura 5.7 é demonstrada a influéncia do pH e da razdo molar
tampdo/6leo sob o indice de acidez, observando-se que o0s melhores resultados para o
indice de acidez da hidrolise enzimética do 0leo de soja encontra-se sob a faixa de pH 6 — 7
e de razdo molar tampéo/6leo na faixa de 25:1 — 40:1. De uma maneira geral, foi verificado
que os melhores pontos da superficie de respostas foram atingidos em condicdes de pH
mais cido, temperatura préxima ao limite estudado e razdo molar tampé&o/6leo sob uma

faixa mais na média analisada.

A partir do modelo estatistico, representado pela Equacao 25, foram determinadas a
condicgdo oOtima de temperatura (52,2°C), pH (6,1) e razdo molar tampé&o/dleo (37,7:1), na

qual, segundo o modelo, é obtido um indice de acidez de 42,9%. Para validacdo desta
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resposta foi realizada uma triplicata experimental, nestas condi¢6es, na qual obteve-se uma
valor de indice de acidez de 41,3 £ 0,8 %, constatando assim a validade da predi¢do do
modelo, pois o desvio observado, entre modelo e experimental, foi de 4%

aproximadamente.
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Figura 5.5. Superficie de resposta para o indice de acidez em funcéo da temperatura e do pH
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Figura 5.6. Superficie de resposta para o indice de acidez em fungéo da temperatura e da razéo agua/dleo
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Figura 5.7. Superficie de resposta para o indice de acidez em fun¢éo do pH e da razéo agua/6leo

Na Tabela 5.6 sdo apresentados os valores das melhores condi¢des obtidas por
diferentes pesquisadores para a hidrdlise enzimatica com enzimas comerciais, sendo que
estas reagOes ocorreram em reatores a batelada e sem a utilizacdo de demais tecnologias
(como uso do ultrassom). Nota-se, principalmente, a diferenca na melhor condicdo de
temperatura para as enzimas utilizadas. Contudo, considera-se o fato das enzimas

apresentarem-se em diferentes condi¢fes de razdo molar agua/6leo e razdo massica
enzima/substrato.

Tabela 5.6. ReacOes de hidrdlise enzimatica

Oleo Catalisador Condigoes Melhores Indice de acidez Referéncia
(Enzimas) Avaliadas condicoes
Oleo de Lipozyme Temp. Temp.: 55°C; 89% CAVALCANTE-
soja TLL Conc. 6leo Conc. 6leo: 4,9 ¢ OLIVEIRA et al.,
Conc. enz. Conc. enz: 2,3% 2011
Oleo de Lecitase Ultra Conc. enz. Conc enz: 5% 16,74% RAIZER et al.,
girassol Conc. dleo Conc. 6le0:29,4 g (2014)
Oleo de Lipozyme RM- Temp. Temp.: 65,8°C 58% CAVALHEIRO
canola IM pH pH: 8,2 (2013)
Combinada Conc. enz. Conc. enz:
com CALB, 18,75%
Novozyme435 R.m. T/O R. m. T/O:
18,75:1
Oleo de Lipozyme Temp. Temp.: 52,2°C 41,3 % FOCKING (2017)
soja TLIM pH pH: 6,1
Conc. enz. Conc. enz
(r. mas.) (r. mas.).: 1%
R.m. T/O R.m.T/O:37,7:1
Rpm rpm: 150 rpm

Temp = temperatura; Conc. 6leo= concentrac¢do de 6leo; Conc. enz.(r. mas.)= concentracao de enzima (razao
massica); R. m. T/O = razdo molar tampdo/dleo; rpm= velocidade de agitacdo do reator
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Verifica-se que no geral, a temperatura utilizada para as enzimas comerciais se da
entre 40 — 60°C, mas, pela ficha técnica da Lipozyme TL IM, a enzima pode atuar entre 50
— 75°C. A avaliacdo na temperatura obtida por CAVALCANTE-OLIVEIRA et al.(2011)
(Lipozyme TLL), demonstrou que a enzima obteve sua melhor condicdo de temperatura
um pouco acima (55°C) da melhor condicdo de temperatura obtida por este estudo
(52,2°C). Desta maneira, considera-se que a hidrélise enzimatica do 6leo de soja foi
conduzido sob a atuacdo da Lipozyme TL IM na sua média de temperatura 6tima. A
melhor condicdo de temperatura avaliada por Cavalheiro (2013) demonstrou atingir uma
temperatura bem acima das demais temperaturas avaliadas por outros autores. Contudo,
esta temperatura (65,8°C) encontra-se na faixa de temperatura 6tima especificada para as
enzimas comerciais. Acredita-se que essa maior temperatura tenha sido obtida pelo fato de
que o autor utilizou uma combinacdo de duas enzimas comerciais (que possuem diferentes
faixas de atuacdo para temperatura Otima pelas suas fichas técnicas) para a hidrolise

enzimatica do 6leo de canola.

A razdo molar tampdo/6leo (dgua/dleo), onde se insere a concentracdo de 0leo, é
um fator que possui muita influéncia na reacao, e assim, é muito variavel dependendo do
substrato e do catalisador utilizado. As razdes molares Otimas citadas pelos autores
demonstraram-se ser valores bem abaixo do valor para a razdo molar utilizada no devido
estudo (37,7:1). Além disso, somente Cavalheiro (2013) utilizou solucdo tampéo (pH) para
a razdo molar agua/6leo, os demais autores utilizaram agua nas suas avaliacdes (pH
neutro).Entretanto, para a hidrdlise enzimética do 6leo de soja, a razdo molar de 37,7:1
demonstrou ser eficiente para reagdes, considerando a utilizacdo 1% de enzima, o baixo
tempo de reacdo (3 horas) e um consideravel indice de acidez (41,3%) alcancado nestas

condicdes.

Outro fator muito avaliado para estas enzimas € o pH. Considerando que para cada
enzima a faixa deste fator é diferente, e que, cada substrato utilizado também influenciara
na utilizacdo desta variavel, considera-se que o pH 6timo (6,1) obtido neste trabalho foi
muito favoradvel para a reacdo de hidrdlise enzimatica do 6leo de soja, ficando na média

especificada pela fica técnica da enzima Lipozyme TL IM.

A concentracdo de enzima tem um papel muito significativo nas reagdes de
hidrolise enzimatica, grande parte dos autores constata que quanto uma maior concentragao
de catalisador maior sera o indice de acidez resultante. Contudo, a busca por minimizar sua

concentracdo na reacdo (levando em conta principalmente os fatores econémicos) leva a
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estudos mais aprofundados sobre os outros fatores influenciaveis no processo. Neste
planejamento, constata-se que mesmo utilizando um valor muito baixo de enzima (1% em
relacdo a massa de 6leo) os resultados no indice de acidez obtiveram significativas

porcentagens, chegando a 41,3 + 0,8 %,para um tempo de 3 horas.

Nesse sentido, a fim de melhor avaliar o desempenho da enzima Lipozyme TL IM
na hidrolise do 6leo de soja, bem como verificar a existéncia de desativagdo da enzima
durante a reacdo, foram realizados ensaios cinéticos na condicdo 6tima, definida a partir do
DCCR.

5.3. CINETICA DA REACAO DE HIDROLISE ENZIMATICA DO OLEO DE
SOJA

Na Figura 5.8 é apresentada a cinética de hidrdlise do 6leo de soja, empregando a
enzima Lypozyme TL IM, em termos do indice de acidez. Este dados foram obtidos em
condigdes determinadas a partir do DCCR (Temp., pH e T/O) e, em condi¢des previamente
fixadas (rpm e E/S). Basicamente, podem ser observadas quatro regides na curva cinética.
Na primeira (0 — 1hora) ha um aumento rapido do indice de acidez (1 — 30%) no 6leo de
soja. Na segunda regido (1 — 6 horas) observa-se uma diminuicdo da taxa de reacao
(diminuigéo da inclinacdo considerando a projecdo de uma reta sobre os pontos), e uma
elevacdo de 25% no indice de acidez (30 — 55%). Na terceira regido (6 — 18 horas), o
indice de acidez manteve seu aumento em 23,5% no indice de acidez (55— 78,5%).
Finalmente, na quarta regido (tempo>18 horas), verifica-se que reacdo de hidrdlise tende a
atingir a condigdo de equilibrio, alcancando 82,4% no indice de acidez final em um tempo
de 24 horas. Esta condicdo de equilibrio pode ser observada pela elevacdo de apenas 4%
no indice de acidez (78,5—82,4%).

74



90

Indice de acidez (%)
N W B g @ N
o o o o o o
1 1 1 1 1 1
=
n

-
o
1 "

o

T T T T T

10 15 20 25

Tempo (horas)

o
[$)]

Figura 5.8. Cinética da hidrdlise enzimatica do 6leo de soja (T = 52,2°C,150 rpm, T/O = 37,7:1, pH=6,1,
E/S= 1%).

Basri et al. (2013) obtiveram dados da cinética da reacdo de transesterificacdo em
um reator a batelada, tendo como substrato o éleo de palma e como catalisador a enzima
Lipozyme TL IM. O experimento foi conduzido nas seguintes condi¢Ges: razdo molar
oleo/alcool = 1:3, 250 rpm, temp.= 50°C, E/S = 24,7%. Em um tempo de 3 horas, foi
obtido o maior valor na sintese de ésteres (79,54%). Na faixa de 3-5 horas observou-se
leves variacOes nos resultados e, a partir de 5 horas de reacdo constatou-se a estabilizacéo
da conversdo de ésteres, atingindo o equilibrio da cinética enzimatica da reacdo de
transesterificacdo. Para a hidrolise enzimatica do 6leo de soja os maiores valores do indice
de acidez foram obtidos por um tempo muito elevado de reacdo (24 horas para o valor de
82,4%) quando comparado aos resultados reportados por Basri et al. (2013) (79,54% de
conversdo de ésteres em 3 horas de reacdo).

Milliren et al. (2013) avaliaram a cinética da hidrolise do 6leo de soja em agua
supercritica sem a utilizacdo de catalisador. Obtiveram dados nas temperaturas de 250, 275
e 300°C, utilizado uma razdo molar agua/éleo de 4:1 e uma agitacdo de 700 rpm.Foi
adicionado 10% de &cico caprilico ao 6leo de soja. A reagdo foi conduzida a alta pressédo
sob adi¢do de gés nitrogénio. A temperatura que conduziu a uma maior velocidade de
reacdo foi de 300°C, levando 40 minutos para atingir o maior valor no indice de acidez,
Enquanto para as demais temperaturas, 275 e 250°C, 0 mesmo indice de acidez foi atingido

com 60 e 100 minutos, respectivamente. De acordo com Falcdo(2011), os fluidos
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supercriticos como solventes ndo aquosos possuem viscosidades e difusividades
intermediérias entre gases e liquidos. Além disso, tensBes superficiais aproximadamente
nulas permitem a facil penetracdo destes solventes em materiais macro e micropososos.
Em funcéo destas caracteristicas, os fluidos supercriticos sdo atrativos para reagcdes que
envolvem de transferéncia de massa, como é o caso da hidrdlise enzimética. Desta forma,
verifica-se que o curto periodo de reacdo (40 minutos) da hidrélise do dleo de soja com um
maior indice de acidez foi obtido pela utilizacdo deste meio de producdo. No entanto, deve-
se ressaltar que o processo supercritico demanda de uma significativa quantidade de

energia.

Phuah et al. (2012) avaliaram a cinética da hidrolise enzimatica do 6leo de palma
utilizando a enzima Lipozyme RM IM visando, principalmente, a obtencdo de um dleo rico
em diacilglicerodis. A cinética foi realizada na temperatura de 55°C, utilizando 10% de
razdo massica enzima/substrato, razdo molar agua/6leo 5:1 e com velocidade de agitacdo
de 500 rpm. Em 6 horas de reagdo foi obtido o méximo indice de diacilglicerois (31%).
Observa-se que esta cinética utilizou uma temperatura um pouco acima (55°C) da
temperatura avaliada para a cinética da hidrolise enzimatica do 6leo de soja (52,2°C).
Contudo, a velocidade de agitacdo do reator foi muito maior (500 rpm) do que a utilizada
para o presente trabalho (150 rpm), fator que pode ter contribuido para acelerar a
velocidade da reacdo de hidrolise enzimatica do 6leo de palma. Além disso, outro fator que
pode ter exercido grande influéncia para este resultado se da pela utilizacdo de 10% de
enzima em relacdo a raz8o molar 4gua/6leo. Para a cinética de hidrélise enzimética do 6leo
foi utilizado 1% de enzima Desta forma, a dosagem de enzima deve ter influenciado

diretamente na velocidade da reacdo da hidrélise enzimatica do 6leo de soja.

O processo tradicional de hidrélise exige a utilizacdo de alta temperatura e presséo,
sendo conduzido geralmente por temperaturas de 250°C ou mais, sob pressdo na ordem de
4,83 Mpa por, no maximo, 2 horas de reacdo. Este processo geralmente conduz a uma alta
converséo (98%) (BARNEBEY & BROWN, 1948). Entretanto, este processo demanda de
intensiva energia.

Os catalisadores enzimaticos sdo utilizados nas reac6es de hidrélise visando reduzir
0 alto consumo de energia que se tem pelo processo tradicional.Nesse sentido, as reagdes
de hidrolise enzimética sdo conduzidas em condicdes de temperaturas amenas (<70°C) e
pressdo atmosférica.No entanto, um dos principais problemas associados a hidrolise

enzimética de Oleos vegetais se da pela lenta taxa de reagdo, que mesmo em longos
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periodos de tempo, atinge baixos indices de acidez. Desta maneira, buscando acelerar a
velocidade da reacdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja, obtendo uma melhor mistura
das fases agua/oleo (interface de atuacdo da enzima), foram testadas o efeito de agentes

para emulsificar a mistura agua/oleo.

5.3.1. Efeito do uso de Agentes Emulsificantes na Cinética daHidrolise Enzimética
do Oleo de Soja

Foram realizados experimentos cinéticos para avaliar o efeito de agentes
emulsificantes (ultrassom de sonda e/ou goma arabica) na cinética de hidrolise enzimatica
do éleo de soja.

Na Figura 5.9 sdo apresentadas as curvas cinéticas para a hidrolise enzimatica com
a utilizacdo do ultrassom, com a utilizacdo simultanea de ultrassom e goma arabica e com a
utilizacdo de goma arébica, além da curva cinética sem a utilizacdo de nenhum agente
emulsificante. Verificou-se que a cinética realizada utilizando o ultrassom praticamente
ndo sofreu mudancas no comportamento do indice de acidez comparando-se com a cinética
sem a utilizacdo de nenhum agente emulsificante (curva de referéncia). Desta maneira,
considera-se que somente a utilizagdo da agitacdo mecénica na reacdo pode ter sido
suficiente na avaliacdo das condicGes operacionais estabelecidas para a hidrolise
enzimatica do 6leo de soja.

Comparando a curva cinética obtida com uso de ultrassom e goma arabica
(simultaneamente) com a curva de referéncia verificou-se uma diminui¢do acentuada da
producdo de acidos graxos livres. O mesmo pode ser constatado ao observar a curva
cinética obtido somente com a presenca de goma arabica.

Em suma, constatou-se que as utilizacdes dos agentes emulsificantes néo
aumentaram a velocidade da reacdo e que, além disso, a utilizacdo da goma arabica na
hidrolise enzimatica do 6leo de soja pode ter inibido a atuacdo da enzima Lipozyme TL IM

na interface tampéo/dleo da mistura.
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Figura 5.9. (m) Cinética da hidrélise enzimatica do dleo de soja sem agente emulsificante; (o) Cinética da
hidrélise enzimatica utilizando ultrassom; (A ) Cinética da hidrélise enzimatica do dleo de soja utilizando
ultrassom e agente emulsificante; (V) Cinética da hidrélise enzimatica utilizando somente agente
emulsificante (T = 52,2°C, 150 rpm, T/O = 37,7:1, pH= 6,1, E/S= 1%).

De acordo com Ji et al. (2006), as ondas de ultrassom sdo conhecidas como uma
ferramenta que visa aumentar a transferéncia de massa de sistemas heterogéneos liquido-
liquido. Desta forma, as tecnologias de ultrassom visam acelerar a velocidade das reacdes
quimicas. No entanto, neste trabalho, a utilizacdo do ultrassom de sonda ndo demonstrou-
se ser satisfatoria para o objetivo de elevar a velocidade da reacédo de hidrdlise enzimatica

do éleo de soja.

Trabalhos que avaliaram a utilizacdo do banho de ultrassom na hidrélise enzimatica
sdo documentados pela literatura (LIU et al., 2008; REINEHR et al., 2014; FEITEN et
al.,2013; ZENEVICZ et al.,2016). Nestes trabalhos, os autores utilizam o banho de
ultrassom juntamente com agitacdo mecanica para as reacdes de hidrdlise enzimatica. Por
outro lado, neste trabalho, foi utilizado um ultrassom de sonda na preparacéo previa das
amostras (emulsificacdo das fases agua/6leo). Desta forma, a utilizacdo do ultrassom na
hidrélise enzimética do 6leo de soja diferencia-se da utilizacdo do banho de ultrassom
demonstrados pelos demais trabalhos. Para a hidrolise enzimatica do 6leo de soja as
amostras foram previamente preparadas, sendo emulsificadas pelo ultrassom de sonda.
ApoOs a mistura ser homogeneizada a amostra foi retirada do ultrassom. Para dar
continuidade ao processo de hidrélise enzimatica, inseriu-se a enzima na amostra

emulsificada e, desta maneira, as amostras foram colocadas no reator a batelada para a
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devida reagéo. Nota-se que, diferentemente de outros autores, o ultrassom ndo foi utilizado
na presenca da enzima e juntamente com a agitagdo mecanica em todo o processo de
hidrdlise enzimatica do 6leo de soja. Segundo Ozbek & Ulgen (2000)a exposicéo direta de
enzimas a ondas ultrassonicas de alta poténcia por periodos prolongados pode resultar na
desativagdo enzimatica parcial ou total.

Zeneviz et al. (2016) avaliaram a cinética da hidrélise enzimética do 6leo de soja
empregando a enzima Lipozyme TL IM. Os experimentos foram conduzidos a partir das
melhores condi¢des obtidas: razdo molar agua/dleo 20:1, 40°C, velocidade de agitacdo de
300 rpm, utilizando banho de ultrassom na poténcia de 132W. Utilizou-se 10% de enzima
em relacdo a massa de substrato. Nestas mesmas condi¢fes, também foi realizada outra
cinética sem a utilizacdo do banho de ultrassom, a fim de comparar a sua influéncia no
processo. Na presenca do banho de ultrassom, o melhor valor do indice de acidez da
hidrélise do 6leo de soja foi obtido com 2 horas de reacdo, chegando a 60%. ApGs esse
tempo, este valor no indice de acidez manteve-se constante até o final da cinética (24
horas). Para a cinética realizada sem a presenca do ultrassom, este mesmo valor de indice
de acidez (60%) foi obtido somente com 16 horas de reacdo.Observa-se que a utiliza¢do do
banho de ultrassom juntamente com a agitacdo mecénica na hidrdlise enzimatica
demonstrou ser favoravel para o objetivo de acelerar a velocidade da reacdo, diminuindo
14 horas de reacdo para a obtencdo de um resultado mais elevado. Este aumento de
velocidade reacional ndo foi observado no devido estudo. Acredita-se que a utilizacdo do
ultrassom ndo interferiu na elevagdo da velocidade da reacdo pelo fato de que sua
utilizacdo ocorreu previamente, para a preparacdo da amostra, ndo acompanhando toda a

reacao de hidrolise enzimatica, como foi analisado por Zenevicz et al. (2016).

Para avaliar o efeito da goma arabica como agente emulsificante na reacdo de
hidrolise enzimatica do 6leo de soja foram realizadas duas cinéticas: utilizando goma
arébica e ultrassom e utilizando somente goma arabica (Figura 5.9). Os emulsificantes
apresentam em sua estrutura quimica segmentos hidrofobicos e hidrofilicos, espacialmente
separados, e, em fungdo destas caracteristicas, reduzem a tensdo superficial na interface
das fases imisciveis (agua/éleo), permitindo a sua mistura e a formacdo da emulsdo
(SANTQOS, 2008).De acordo com Leong et al. (2009) a utilizagcdo de agentes surfactantes
em conjunto com o ultrasom objetivando formar emulsdes de sistemas agua/oleo
aumentam a estabilidade e diminuem o didmetro médio da fase dispersa. Nestas reacdes, as

amostras foram previamente preparadas. Na cinética com a utilizacdo do ultrassom a goma
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arabica foi emulsificada pelo ultrassom na mistura das fases tampé&o/6leo, ap6s, adicionou-
se a enzima e o processo de hidrolise enzimatica seguiu no reator. Na cinética em que
utilizou-se somente a goma arabica, esta foi adicionada a mistura de tampéo/éleo (sem
haver mistura prévia), e posteriormente, a enzima foi adicionada e a hidrolise seguiu o
processo no reator. Verificou-se que em ambas cinéticas a utilizacdo da goma arébica
demonstrou-se ineficiente para o objetivo de acelerar a velocidade da reacdo. Além do
mais, notou-se um acentuado decaimento no indice de acidez (em uma média de 50%)
destas cinéticas em comparacdo com a cinética da hidrolise enzimatica de referéncia. Por
este resultado, acredita-se que a goma arabica possa ter inibido a atividade enzimética da
Lipozyme TL IM.

Noor et al. (2003) avaliaram o efeito da goma arébica (1 — 50 mg/L™) na hidrélise
enzimatica do 6leo de palma utilizando uma enzima em solucdo liquida (lipase-SP398)
nas condi¢des de 40°C, pH 6 (50 mL), 2,5% em massa de 0leo e velocidade de agitacao
em um agitador com pés de hélice de 1000 rpm. A goma arébica foi adicionada na amostra
depois que esta atingiu a temperatura desejada para a hidrolise (40°C) e, posteriormente, a
enzima foi adicionada. Os autores observaram que inicialmente houve um aumento da
velocidade na reacdo da hidrdlise enziméatica com a utilizacdo da goma ardbica até a
concentracdo de 25 mg/L™. A partir desta concentracdo, a atividade enzimatica ndo
exerceu mais efeito na reacdo da hidrélise enzimatica do 6leo de palma. Para a hidrolise
enzimatica do 6leo de soja foram utilizados 10% de goma arabica em rela¢do a massa de
substrato (4,2 g), constatando o baixo indice de acidez nos resultados obtidos. Verifica-se
que para o presente estudo utilizou-se um valor muito alto comparado ao valor de goma
arabica utilizado pelo autor, que constatou o decréscimo na velocidade da reacdo para
concentracdo maiores que 25 mg/L™ de goma arabica na mistura. Além disso, deve-se
considerar que a reacdo de hidrolise enzimatica do 6leo de soja ocorreu a uma velocidade
de agitacdo muito pequena (150 rpm) quando compara com a velocidade de agitacdo
utilizada para a hidrolise enzimatica do 6leo de palma (1000 rpm). Esta variavel pode ter
influenciado significativamente no que diz respeito a mistura da goma arabica na amostra.
Outro fator que pode ter contribuido para a aceleracdo da velocidade de reacdo do estudo
de Noor et al, (2003) é o fato da enzima utilizada estar em sua forma liquida, o que a
manteve facilmente misturada na amostra. Acredita-se que a goma arabica tenha elevado a

tenséo superficial na interface tamp&o/dleo, impedindo a atuacdo da enzima nesta interface.
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No que diz respeito a industria de alimentos, Jurado et al. (2008) realizaram estudos
cinéticos da hidrolise enzimatica emulsificada da tributirina com a enzima Lipozyme TLL.
As amostras foram emulsionadas com agitagdo mecéanica (13 000 rpm durante 1 minuto).
As amostras continham 15 mL de substrato em pH 7, 1 mL de enzima e para o teste da
goma arabica, utilizou-se 0,1 grama de goma arabica por mL de tributirina. Os autores
verificaram que a enzima Lipozyme TLL demonstrou ser de 3 a 4 vezes mais ativa nas
amostras de tributirina emulsionadas com a goma arabica. Concluiram que a goma arabica,
nas condicdes analisadas, ndo exerceu nenhuma interferéncia significativa pelo contato
com a lipase, pelo contréario, exercendo um efeito positivo sobre a sua atividade. Este
resultado que pode ser atribuido ao aumento da area interfacial da emulsdo de tributirina.
Diferentemente deste resultado, no presente estudo da hidrolise enzimatica do 6leo de soja,
a goma ardbica demonstrou influenciar significativamente na atividade enzimatica da
Lipozyme TL IM (Figura 5.9).

Para verificar a influéncia da utilizacdo da goma arabica na referente hidrolise
enzimatica do 6leo de soja, foram testadas diferentes dosagens de goma arabica (1, 5 e
10%) — nas mesmas condicBes anteriormente verificadas, por um periodo reacional de 3
horas (Figura 5.10).

Na Figura 5.10 ¢é possivel notar que para a utilizacdo de 1% de goma arabica o
indice de acidez na hidrolise enzimatica do 6leo de soja demonstrou-se mais elevado
(38,84%) em relacdo aos indices de acidez para utilizacdo de 5 e 10% de goma arabica,
26,25% e 17,21 % respectivamente. Verificando a evidente queda nos indices de acidez
para 0 aumento das dosagens de goma arabica, evidenciado-se a possivel acdo inibitoria da
goma arabica na reacdo de hidrélise enzimatica do 6leo de soja empregando a enzima

Lypozyme TL IM.

Verificando que a utilizacdo dos agentes emulsificantes testados (ultrassom e goma
arabica ndo aumentaram a velocidade da reacdo de hidrélise enzimética do 6leo de soja
novas curvas cinéticas foram obtidas alterando a dosagem de catalisador (enzima
Lipozyme TL IM).
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Figura 5.10. Gréafico demonstrativo da inibicéo da atividade enzimatica pelo uso da goma arébica

5.3.2. Efeito da dosagem de Enzima na Cinética da Hidrdlise Enzimatica do Oleo de

Soja

Para avaliar o efeito da dosagem da enzima na cinética da hidrélise enzimatica do
6leo de soja, foram obtidos dados cinéticos utilizando condi¢cGes de razdo molar
tampdo/o6leo igual a 37,7:1 e 2% de enzima, 0s quais estdo apresentados na Figura 5.11.
Nota-se que as curvas cinéticas sdo similares, ndo apresentando mudangas pela diferenga
de dosagem enzimatica. As curvas cinéticas apresentam quatro regiGes. Pela primeira
regido (0 — 1 hora), observa-se que 0 aumento da enzima ndo influenciou na aceleracdo da
velocidade da reagdo, pois ndo houve mudancas significativas, sendo que o indice de
acidez obtido foi de 1— 28,5%. Na segunda regido (1 — 6 horas) ainda é possivel verificar
que os resultados para o indice de acidez da curva com 2% de enzima (28,5—56,5%)
praticamente ndo sofreu alteracGes, havendo apenas um leve aumento (1,5%). Na terceira
regido (6 — 18 horas) nota-se um breve aumento, 5,5%, no indice de acidez (56,4— 84%)
para a dosagem enzimatica de 2% Por ultima, na quarta regido (tempo>18 horas), verifica-
se que o valor do indice de acidez para a curva de 2% de enzima (84—85%) teve um
aumento de apenas 2,6%. No geral, evidencia-se que o aumento de 1 para 2% (apesar de
pequeno mas significativo em termos de quantidade — gramas) de dosagem enzimatica nao

foi relevante (maximo de 5% ) para elevar o indice de acidez da reacdo de hidroélise
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enzimatica do 6leo de soja. Ainda, observa-se que 0 comportamento da curva para a
dosagem de 2% de enzima seguiu 0 mesmo comportamento da curva de referéncia,
elevando seu indice de acidez no mesmo periodo de tempo e estabilizando-se apds a quarta
regido (tempo>18 horas).

Liu et al. (2008) relatam que a velocidade da reacdo de hidrdlise enzimatica deve
acelerar com o aumento da concentracdo de enzima. Entretanto, esse fato ndo foi
observado pela cinética da hidrolise enzimatica do 6leo de soja utilizando um aumento de
1— 2% de Lipozyme TL IM. Considera-se que este aumento tenha sido insuficiente para
acelerar a velocidade da reagdo de forma significativa.
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Figura 5.11. (m) Cinética da hidrélise enzimatica do 6leo de soja utilizando 1% de enzima; (e) Cinética da
hidrélise enzimética do dleo de soja utilizando 2% de enzima (T = 52,2°C, 150 rpm, T/O = 37,7:1, pH=6,1).

Liu et al. (2008) avaliaram a influéncia da concentragdo da enzima (C. lipolytica)
na hidrolise enzimatica do 6leo de palma. Os efeitos foram analisados nas concentragdes
de 0,1 — 0,55 -1 — 2 e 3% para razdo molar agua/dleo 0.675:1, temperatura de 45°C e pH=
7,7. Constataram que, em condi¢fes de agitagdo mecanica e tempo de 1 hora, hd um
pequeno aumento na velocidade da reacdo (5%) para as concentracdes de 0,1 a 0,55. Apos
0,55%, verificou-se uma diminui¢do na velocidade da reacdo quando as concentragdes
passaram de 1— 3%. Segundo Liu et al. (2008) os efeitos causados pelo aumento da
concentracdo de lipase sdo limitados pela &rea interfacial entre as fases dos substratos. A

partir de certa concentragdo, essa area interfacial fica saturada de enzimas, e 0 aumento da
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carga enzimatica ndo exibe efeito significante nas taxas de hidrolise. Desta maneira,
verificando que o aumento da concentracdo de enzima na hidrdlise enzimatica do 6leo de
soja ndo alterou o comportamento da velocidade da reacdo, acredita-se que a dosagem de
2% na reacdo possa ter saturado a interface agua/éleo da melhor condicdo da razdo molar

agua/oleo da reacdo de hidrdlise enzimatica do 6leo de soja.

5.3.3. Efeito da Razdo molar tampao/dleo na Cineética daHidrdélise Enzimatica do

Oleo de Soja

Para avaliar o efeito da razdo molar tampé&o/6leo na cinética da reacdo de hidrolise
enzimatica do 6leo de soja, empregando a enzima Lypozyme TL IM, foram obtidos dados
cinéticos utilizando condi¢bes de razdo molar igual a 20:1, 37,7:1 e 50:1, os quais estdo
apresentados na Figura 5.12. Embora os resultados de ambos planejamentos experimentais
tenham indicado que a razdo molar tampdo/6leo ndo é estatisticamente significativa,
verifica-se a partir dos dados apresentados na Figura 5.12 que a razdo molar tampéo/éleo
demonstrou influenciar na reacdo de hidrélise enzimatica do 6leo de soja. Entretanto, nota-
se que esta influéncia nédo foi positiva na reacgdo, pois ndo superou os valores obtidos no

indice de acidez pela cinética de referéncia.

Nas quatro regides observadas na Figura 5.12, evidencia-se que na primeira regido
(0 — 1hora), comparando-se com a curva de referéncia, razdo molar de 37,7:1(1—29,9%),
h& um decréscimo no indice de acidez de 3% para a razdo molar de 20:1(1—26,9%) e de
11% para a razdo molar de 50:1(1—18,9%).Na segunda regido (1 — 6 horas) observa-se
uma diferenca de 10,4% entre o indice de acidez da curva de referéncia (29,9— 55%), e o
indice de acidez da razdo molar 20:1(26,9—44,6%). Para a razdo molar de 50:1, é possivel
notar que ao longo do tempo, nesta regido, o seu valor do indice de acidez (18— 42%)
chega a alcancar o valor do indice de acidez da curva de referéncia (29— 41,3%) no tempo
de 3 horas. Contudo, o indice de acidez desta razdo molar volta a decair até o tempo de 6
horas (18,9— 49%) em 6% em comparacdo com a curva de referéncia. Na terceira regido
(6 — 18 horas),o0s indices de acidez para as raz6es molares analisadas continuam mantendo-
se abaixo dos valores obtidos pela curva de referéncia (55— 78,5%). Para a razdo molar de
20:1 (44,6— 63,5%) ha uma diferenca de 15% e, para a razdo molar de 50:1 (49— 66,7%),

ha uma diferenca de 11,8%.Por fim, na quarta regido (tempo>18 horas), verifica-se que
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reacdo de hidrdlise tende a atingir a condicdo de equilibrio para ambas as razGes molares,
acompanhando a curvatura de referéncia, porém, continuando com os valores do indice de
acidez abaixo desta. Para a razdo molar de 20:1 (71,3% de indice de acidez) ha uma
diferenca de 11% a menos do valor do indice de acidez da curva de referéncia (82,4%).
Para a razdo molar de 50:1 (77,6% de indice de acidez), essa diferenca é de apenas 4,8% a
menos. Em suma, nesta cinética é possivel observar que, mesmo as curvaturas das razdes
molares 20:1 e 50:1 se posicionarem abaixo da curvatura de referéncia, ambas
acompanham a elevacdo nos valores do indice de acidez em funcdo do tempo, ou seja,
apresentam o mesmo comportamento da melhor condi¢do (raz&o molar 37,7:1). Além
disso, verifica-se que a razdo molar de 50:1 apresenta um melhor comportamento perante
os valores obtidos no indice de acidez, isto ¢, mesmo mantendo valores menores do que 0s
indicados pela curva de referéncia, a sua diferenca € menor do que a diferenca apresentada

pela razdo molar de 20:1.

Segundo Liu et al. (2008), nas reacOes de hidrolise enzimética a concentracdo de
agua é um dos fatores mais importantes. O excesso de agua para a hidrolise enzimatica
aumenta a interface agua/6leo do meio reacional, o que eleva a atividade enzimaética da
enzima. Por outro lado, esse excesso de agua, ap0s certa quantidade, podera exercer efeito
contrério, inibindo a atuacdo da enzima, ocorrendo perdas na atividade enzimatica (Chew
et al., 2008; Liu et al., 2008; Zenevicz et al., 2016). Desta forma, as reacdes de hidrélise
enzimatica sdo conduzidas pela existéncia de um ponto critico para a razdo molar
agua/dleo, onde um excesso ou uma falta de dgua na reacdo leva a uma aceleragdo ou
diminuicdo da atividade enzimatica, influenciando diretamente no indice de acidez da
reacdo. Esse fato é verificado pela Figura 5.12, onde o aumento (50:1) e a diminuicdo
(20:1) da razdo molar tampdo/6leo demonstraram ndo superar os valores obtidos no indice

de acidez pela razdo molar, dada estatisticamente, do seu ponto critico (37,7:1).

Zenevicz et al. (2016) avaliaram a razdo molar agua/6leo na hidrdlise enzimética do
0leo de soja. As reagdes foram conduzidas em sistema de banho de ultrassom, a 40°C,
condicdo minima de enzima (1% em relacdo a massa de substrato — Lipozyme TL IM),
velocidade de agitacdo de 300 rpm e poténcia do ultrassom de 132W. A razdo molar
agua/oleo analisada foi de 9:1 — 10:1 — 20:1 — 40:1 e 46:1. A melhor condigdo obtida foi
com a razdo molar de 20:1, chegando a 35% no indice de acidez em duas horas de reagéo.
Verificaram também que acima desta razdo molar houve um decaimento no indice de

acidez. Pode-se notar que o mesmo foi verificado neste trabalho, ou seja, quando utilizou-
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se a razdo molar agua/dleo de 20:1 obteve-se um indice de acidez de 26,9% e para a razdo
molar de 50:1 foi de 18,9%, havendo 8% de diferenca entre essas razdes no tempo de 1
hora de reacdo. Verifica-se que o indice de acidez de 35,2% também foi atingido neste
trabalho com a razdo molar de 20:1 em 3 horas de reacdo. Entretanto, neste mesmo tempo,
atingiu-se 41,3% no indice utilizando a razdo molar 6tima (37,7:1). Observa-se que,
mesmo utilizando o sistema de ultrassom, o indice de acidez ndo sofreu grande aumento,
comparando a razdo molar de 20:1, para o presente estudo, pois 0 mesmo indice neste
trabalho (sem utilizar banho de ultrassom) foi obtido apenas com uma hora de diferenca.
Acredita-se que esta diferenca entre o tempo de reagdo possa estar associado a utilizacdo
do pH, pois os testes da razdo molar agua/6leo de Zenevicz et al. (2016) foram realizados
com agua destilada e, para a razdo molar agua/6leo testada nesta cinética, foi utilizado o

pH étimo da reacdo (6,1).
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Figura 5.12. (m) Cinética da hidrolise enzimatica do 6leo de soja com razdo molar tampao/6leo 37,7:1; (e)
Cinética da hidrélise enzimatica do 6leo de soja com razdo molar taméo/6leo 20:1; (A) Cinética da hidrélise
enzimatica do 6leo de soja com razdo molar tampao/6leo 50:1 (T = 52,2°C, 150 rpm, pH= 6,1, E/S= 1%)

5.4. MODELAGEM MATEMATICA

A modelagem matematica busca descrever a fisica de um processo estimando 0s
pardmetros adequados e realizando previsdes do sistema por meio da computagéo, sendo

que, para isso, utiliza-se de modelos empiricos obtidos geralmente da correlagdo
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matematica de dados experimentais ou de modelos fenomenoldgicos que consideram
etapas elementares de transferéncia de massa (FEYISSA, GERNAEY E ADLER-
NISSEM, 2012; ABDOLLAHZADEH E GHOBADI, 2015).De acordo com Chapwanya e
Misra (2015) a modelagem matematica é um artificio util para compreender a dinamica do

processo.

A modelagem matemaética realizada para a cinética da hidrélise do dleo de soja
possibilitou a visualizacdo da concentracdo de triacilglicerois (TAG), diacilglicerois
(DAG), monoacilglicerois (MAG), glicerol (GL), agua (H,0) e acidos graxos livres (AGL)

a partir dos quatro experimentos estudados.

Nas Figuras 5.13 — 5.20 sdo apresentadas as curvas cinéticas simuladas pelo modelo
para as concentracfes de TAG, DAG, MAG, GL, H,O e AGL, bem como os dados
experimentais referentes a concentracdo de acidos graxos livres, para cada ensaio. Em
todas as simulagdes (Figuras 5.13 - 5.20) o observa-se que a medida que a concentracéo de
TAG diminui (isto é, TAG é consumido) com o passar do tempo,DAG e MAG aumentam
até determinado ponto, em seguida decrescem (DAG ¢é consumido para formacdo de MAG,
em seguida MAG é consumido para formacao de GL e AGL). Nas trés reacGes em que ha
0 consumo de &cidos graxos (TAG, DAG e MAG) nota-se, também, que ha consumo da
agua, pois esta reage para formacao dos subprodutos (DAG, MAG e AGL) e produtos (GL

e AGL), como pode ser visto pelas equacdes do mecanismo (Equacdo 07 - 12).

Na Tabela 5.7 sdo apresentados os valores das constantes de velocidade especifica
das cinéticas de reacdo (k) obtidas a partir de um ajuste do modelo aos dados
experimentais. Verifica-se que as k’s sdo expressas em funcdo da temperatura de acordo
com a equacdo de Arrhenius'. Desta forma, foram realizadas simulaces utilizando os
valores das constantes de velocidade especifica médios (k) de cada ensaio. Nas Figuras
5.17 — 5.20 sdo apresentadas as curvas cinéticas simuladas pelo modelo utilizando askpara
as concentracbes de TAG, DAG, MAG, GL, H,O e AGL, bem como os dados

experimentais referentes a concentracéo de acidos graxos livres, para cada ensaio.

Nota-se na Tabela 5.8 que, os coeficientes de correlagédo (R?) - descrigdo da cinética
utilizando as constantes de velocidade especificas (ks) 6timas e médias, sdo bastante

similares, visto que ha uma mesma ordem de grandeza para eles. Logo, acredita-se que

'O aumento da velocidade das reacOes quimicas a partir do aumento da temperatura da reacdo pode
ser expressa pela equacdo de Arrhenius: k = Age £%/RT. Essa equagdo é muito utilizada para anélise de
dados cinéticos experimentais de reacdes e transformac8es quimicas e fisico — quimicas.
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estes valores tenham maior significado fisico e possam ser utilizados para realizacdo de
simulacbes em outras condicGes. Baseado nos valores do coeficiente de correlagédo
apresentado na Tabela 5.8, verifica-se 0 modelo matematico descreveu bem os dados

experimentais.

Tabela 5.7. Valores das constantes de velocidade especifica do modelo matematico

Parametro Padréao Enzima Razdo molar Médio
tampéo/6leo
(cm3-kg) (T/0 37,7:1-1% de (T/0 37,7:1-2% de 20:1 50:1
mol-h enzima) enzima)
k, 6,819x10° 4,216x10° 2,040x10°  2,263x10°  8,926x10°
K, 2,297x10’ 2,483x10’ 1,168x10°  1,867x10°  1,224x10’
ks 2,961x10° 2,023x10° 4,300x10*  1,893x10°  1,358x10°
Kq 5,123x10° 2,990x10° 1,819x10°  5,765x10°  3,924x10°
Ks 7,708x108 1,004x10° 1,019x10°  1,018x10°  9,530x10°
Ke 6,892x10° 7,106x10° 7,154x10°  7,143x10®  7,074x10°
ks 2,150x10° 3,221x10° 2,506x10°  2,805x10°  1,625x10°
Kg 1,800x10° 1,760x10° 1,772x10®  1,738x10®  1,768x10°
Kq 4,730x10’ 5,137x10’ 4,731x10"  4,987x10"  4,896x10’

Tabela 5.8. Valores para os coeficientes de correlagdo (R?)

Experimento R2 R?
kotimizado k médio
T/0 37,3:1 - 1% de enzima 0,9931 0,9910
T/O 37,7:1 — 2% de enzima 0,9899 0,9878
T/O 20:1 0,9712 0,9875
T/O 50:1 0,9939 0,9618
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Figura 5.13. Cinética para o experimento do modelo de referéncia (T/O: 37,7:1; pH: 6,1; E/S: 1%;

Temp.:52,2°C; 150 rpm)
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Figura 5.17. Cinética para o experimento do modelo de referéncia (T/O: 37,7:1; pH: 6,1; E/S: 1%;
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Figura 5.18. Cinética para o0 experimento do modelo com variacdo na dosagem enzimatica (T/O: 37,7:1; pH:
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Figura 5.20. Cinética para o0 experimento do modelo com variagao na razdo molar dgua/6leo (T/O: 50:1; pH:

6,1; E/S: 1%; Temp.:52,2°C; 150 rpm)
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6.CONCLUSAO

Inicialmente, pelo primeiro planejamento experimental (Placket — Burmann) pode
ser verificado que a variavel razdo massica enzima/substrato demonstrou ser mais
significativa na reacdo de hidrélise enzimatica do 6leo de soja, utilizando uma maior
porcentagem (10%) e, que as demais variaveis que demonstraram ser significativas neste
processo foram: velocidade de agitacdo (rpm), temperatura e pH, influenciando sob a

variavel razdo molar tampéo/éleo (nédo significativa neste processo).

Em um segundo planejamento experimental (DCCR) observou-se que a variavel
razdo molar tampdo/éleo continuou demonstrando ndo exercer significancia na reagao de
hidrolise enzimatica do éleo de soja, onde somente as variaveis temperatura e pH foram
significativas para este processo. Além disso, através deste planejamento obteve-se as
condicBes Otimas para a reacdo: temperatura em 52,2°C; pH de 6,1; razdo molar
tampdo/6leo de 37,7:1; velocidade de agitacdo do reator em 150 rpm e razdo massica

enzima/substrato de 1%, chegando a 41,3% no indice de acidez em 3 horas de reacao.

A cinética realizada pela condicdo 6tima dada no planejamento experimental
demonstrou que o melhor indice de acidez do processo foi obtido em 24 horas de reacéo,
chegando a 82%. As demais cinéticas avaliadas, utilizando-se agentes emulsificantes,
aumentando-se a dosagem de enzima e variando-se a razdo molar tampdo/6leo néo
demonstraram aumentar a taxa de reacdo da hidrolise enzimatica, ndo superando o indice
de acidez obtido pela cinética de referéncia (82% de indice de acidez em 24 horas de
reacdo). Ademais, as cinéticas que utilizaram a goma arabica como agente emulsificante
demonstraram uma queda na curva cinética perante o indice de acidez da reacdo. Assim, a
goma arabica possivelmente estaria inibindo a atividade da enzima Lipozyme TL IM na

reacao de hidrolise enzimatica do 6leo de soja.

A modelagem matemaética das cinéticas avaliadas possibilitou a visualizacdo da
concentragdo de TAG, DAG, MAG, AGL, GL e H,0, bem como o comportamento destes
componentes na reagdo. Os coeficientes de correlagdo (R?) obtidos foram bastante
similares, acreditando que estes valores tenham maior significado fisico e possam ser
utilizados para realizacdo de simula¢Ges em outras condi¢des. Desta forma, verifica-se que

0 modelo matematico descreveu bem os dados experimentais.
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