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RESUMO

A andiroba (Carapa guianensis Aubl.) é a espécie oleaginosa nativa
mais explorada na Amazonia Ocidental e uma grande quantidade de residuos &
gerada durante a extracdo do seu Oleo. Levando em consideracdo o conceito
de biorrefinaria, que se baseia no aproveitamento de matérias-primas e seus
residuos; este trabalho estudou alternativas para a utilizacdo do 6leo residual
de andiroba. As tortas de prensagem mecanica de andiroba foram extraidos
por maceracao a frio com hexano e resultaram em 10% de Oleo residual de
andiroba com cerca de 2% de material insaponificavel, principalmente
limonoides. Esses constituintes tem valor agregado por suas propriedades
biologicas. Para separar esses constituintes do Oleo residual, empregou-se a
cromatografia em coluna aberta com silica e resina Diaion HP-20, obtendo uma
fracdo com os limondides em mistura com &acidos graxos livres; e outra com
triacilglicerideos. O oleo residual livre de limonoides foi entdo avaliado pelo
processo de hidroesterificagcéo, catalisado por lipases seguida da esterificacédo
com catalisador heterogéneo tanto pela via metilica como etilica. A atividade
hidrolitica de diferentes lipases foi avaliada frente ao 6leo de andiroba e dentre
elas destacou-se a lipase de Candida rugosa. Os parametros 6timos para uma
maior taxa de hidrolise utilizando essa enzima foram determinados por um
planejamento fatorial composto central e analise de superficie de resposta. Os
parametros 6timos para uma taxa de converséo de 94% foram 50C, pH=7,0 e
10% de Oleo. Essas condi¢es foram confirmadas experimentalmente em maior
escala num reator de vidro. Reag0es sequenciais foram realizadas para avaliar
a possibilidade de reutilizar a fracdo enzimatica, verificou-se que essa fracao
consegue catalisar dois ciclos de reagbes com rendimento de 92%. O
monitoramento de todas as reacfes de hidrdlise foi realizado com quantificacao
dos triacilglicerideos e acidos graxos livres pela técnica de CCD-VideoScan
para maior confiabilidade. As reacfes de esterificacdo foram realizadas com
etanol e metanol, respectivamente a 70C e 60T, um a razdo molar de
Oleo:alcool de 1:6 e com 2% de catalisador Fey(SO,)s, resultando em
rendimentos de 86% e 91% de ésteres, respectivamente para a via etilica e
metilica. O processo de hidrélise enzimatica associada a esterificacdo por
catalise heterogénea apresentou resultados promissores, que podem permitir 0
uso desta matéria-prima residual para producao de biodiesel.

Palavras chave: Carapa guianensis Aulb, Candida rugosa, Hidrdlise, Biodiesel



ABSTRACT

Andiroba (Carapa guienensis Aubl.) is considered the most explored
oilseed plant species in the Brazilian Amazon and a large amount of residues
are generated due to its exploitation. In this work, we evaluated modern
concepts adopted by biorefineries, in order to better use the raw materials and
the residues of andiroba. The marc produced during the extraction of seeds of
andiroba by mechanical pressing was chemically extracted by maceration with
hexanes. We obtained 10% of andiroba residual oil that contained 2% of
limonoids. These compounds have commercial value because of their biological
properties. We were able to separate these compounds from the oil by open
column chromatography over silica gel and DIAION HP-20. Two fractions were
obtained, one containing the limonoids along with free fatty acids and a second
mostly containing triacylglycerides. Then the andiroba residual oil (free of
limonoids) was evaluated to produce biodiesel by a two-step process involving
enzymatic hydrolysis with lipase and esterification by heterogeneous catalysis,
with methanol and ethanol. First the hydrolytic activity of different commercial
available lipases was assayed with andiroba residual oil as substrate. The
lipase from Candida rugosa showed the best results. The best enzymatic
conditions were determined by central composite and response surface design.
The optimal conditions, considering a 94% rate conversion were determined at
50C, pH=7,0 and 10% of substrate. These conditions were experimentally
confirmed at larger scale in a glass-reactor. We have also evaluated the reuse
of the enzymatic fraction in different reaction cycles and were able to reuse it
twice with steady yield of 92%. The time-course and yield of all enzymatic
reactions were determined by TLC-videoscan technique to ensure the reliability
of results. The esterification step was achieved with 2% of Fe,(SO4)3, a molar
ratio of oil and alcohol of 1:6, at 70C (ethanol) and 60T (methanol). The yield
obtained for biodiesel was 86% and 91% for ethanol and methanol,
respectively. The obtained results for this two-step process (enzymatic
hydrolysis followed by esterification by heterogeneous catalysis) with andiroba
residual oil were very promising, especially to ethyl biodiesel production.

Keywords: Carapa guianensis, Candida rugosa, Hydrolysis, Biodiesel
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1. INTRODUCAO

O uso de combustiveis de origem féssil, além de ser uma fonte de
energia nao renovavel, apresenta um impacto negativo ao meio ambiente,
poluindo o ar e gerando residuos toxicos, sendo considerado um dos principais
responsaveis pelos fendmenos de mudancas climaticas. O wuso de
combustiveis renovaveis, como o biodiesel, € uma alternativa para a geracéo
de energia, pois € menos téxico e biodegradavel. Adicionalmente, por se tratar
de uma fonte renovavel, o seu uso ndo aumenta a emissao de gases (ciclagem
de carbono) relacionados com o efeito estufa (LEUNG et al., 2010; SOARES, et
al., 2012; KNOTHE, 2010).

Além de reduzir a dependéncia em relacdo ao petroleo, o uso de
biocombustiveis fortalece o agronegdcio e cria um novo mercado para os 0leos
vegetais. Além disso, 0 seu uso em motores de ciclo diesel demanda pouca ou
nenhuma adaptacdo (BRASIL, 2016).

Um conceito que vem ganhando importancia na area de biomassa € o
de biorrefinarias. De uma forma sucinta, uma biorrefinaria € uma instalacdo que
congrega processos de conversdo de biomassa em diferentes produtos como
biocombustiveis, insumos quimicos, alimentos, novos materiais, ragdes, entre
outros; otimizando os recursos, empregando diferentes rotas de conversao e
minimizando os residuos e a quantidade de efluentes gerados. Os principais
exemplos de biorrefinarias sdo as usinas de alcool e acucar, e dos derivados
de soja (RODRIGUES, 2011).

Na regido amazonica, a exploracdo das espécies oleaginosas nativas,
se realizada de forma sustentada e manejada, pode ter um importante impacto
na economia regional com vantagens econdmicas, sociais e ambientais
(KULKARNI e DALAI, 2006).

A regido da Amazonia brasileira abrange uma area que equivale a cerca
de 42% do territdrio nacional, que é caracterizada pelas grandes e pelo baixo
adensamento populacional (ARAUJO et al., 2009). Em algumas comunidades
isoladas da Amazonia, a producdo de 6leos vegetais por cooperativas ja é uma
importante atividade econdmica, devido ao interesse desses Oleos pelas
industrias de cosméticos. A producédo € realizada com energia produzida por

sistemas descentralizados de distribuicdo, uma vez que o atual modelo de
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fornecimento de energia no Brasil que € representado por uma rede de
distribuicdo de um sistema interligado, ndo é econémica e ambientalmente
viavel para atender regides com baixa densidade populacional (CENBIO,
2003).

Desta forma, o conceito de biorrefinaria pode ser adotado, como modelo,
pelas cooperativas na Amazonia que realizam esse tipo de producdo. Uma vez
que o emprego de unidades de geracdo de energia elétrica de pequeno porte,
utilizando biocombustiveis, como o biodiesel obtido a partir de 6leos residuais
de especies vegetais nativas, € uma alternativa ambientalmente viavel para
suprir as necessidades de abastecimento de energia elétrica, além de contribuir
com o desenvolvimento econdmico e social da regido (DI LASCIO e
BARRETO, 2009).

Um dos maiores entraves mundiais para a producdo de combustiveis
renovaveis é ainda o seu elevado custo. No caso do biodiesel, o alto custo esta
relacionado com a fonte de Oleo utilizada. Em razdo disso, uma grande
quantidade de Oleos de baixo custo, como os 6leos residuais, vem sendo
estudados com o objetivo de substituir de forma econémica matérias-primas de
maior valor agregado (KNOTHE, 2005).

Entretanto, existe uma grande dificuldade tecnoldgica, pois normalmente
Oleos de baixo custo também apresentam baixa qualidade seja pela
degradacédo oxidativa ou elevada acidez, ja que possuem grande quantidade
de acidos graxos livres (GUI et al., 2008). O principal método de producédo de
biodiesel utilizado industrialmente e que é economicamente viavel, é a
transesterificacdo pela catalise basica homogénea. Por esse processo, 0 USO
de oOleos de baixo custo se mostra inviavel, pelas reacfes secundarias de
saponificacao e dificuldade de purificar o biodiesel pela formagé&o de emulsdes
(VYAS et al., 2009).

Dentre as diferentes alternativas existentes para a producao de biodiesel
utilizando Oleos de baixo custo, o processo de hidrodlise-esterificacdo € uma
alternativa bastante interessante, em especial, com o emprego da catalise
enzimética com lipases. A utilizagdo das lipases apresenta, dentre outras
vantagens, condi¢cdes brandas de reacdo, ocorre sem geracdo de residuos e
apresenta facil recuperacao do produto, além da possibilidade de reutilizar o
catalisador (SILVA et al., 2010; KULKARNI e DALAI, 2006).
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Este trabalho visou otimizar as condi¢des de hidrolise enzimatica do 6leo
residual de andiroba no processo de producéo de biodiesel, a fim de contribuir

para o aproveitamento dessa importante matéria-prima da regido Amazonica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos gerais
Estudar as condicfes de hidrélise enzimatica para producao de biodiesel
a partir de Oleos residuais de andiroba (Carapa guianensis Aubl.) via hidrolise

enzimética e esterificacdo quimica.

2.2. Objetivos especificos

e Extrair os 0leos obtidos de tortas residuais de andiroba;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas dos 6leos;

e Caracterizar a cadeia graxa dos 6leos via cromatografia acoplada ao
detector de ionizacédo de chamas (CG-DIC);

e Realizar o refino do 6leo para separacéo da fracao insaponificavel;

e Determinar a atividade hidrolitica das lipases disponiveis frente ao
mesmo substrato;

e Realizar Planejamento Composto Central para otimizar as condi¢des
de hidrélise;

e Analisar o aproveitamento da fragdo enzimatica em varios ciclos
reacionais;

e Analisar e quantificar por CCD-VideoScan o curso das reacfes de
hidrolise;

e Realizar a esterificacdo dos produtos hidrolisados pela via etilica e
metilica;

e Identificar por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) o produto final de esterificacéo;
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Biorrefinarias e a exploracdo sustentavel de o  leaginosas na Amazénia

A crescente necessidade de encontrar alternativas para a producéao de
energia e novos materiais, tem forcado a mudanca da economia baseada na
utilizacéo de derivados do petréleo, para uma bioeconomia circular sustentavel,
que exige fontes de alimentacdo renovaveis que possam gerar uma variedade
de produtos e produzir energia (DAHIYA et al., 2017).

Um dos exemplos dessa nova vertente sdo as biorrefinarias, que tém
sido propostas para produzir insumos quimicos e energia a partir de biomassa,
de forma analoga a uma refinaria de petrdleo. Estratégias técnicas, econdmicas
e cientificas ajudam a desenvolver uma biorrefinaria sustentavel, tendo como
objetivo a bioeconomia (DAHIYA et al., 2017 e RODRIGUES, 2011). A
biorrefinaria baseia-se na utilizagdo de todos os elementos de entrada de
biomassa e reciclagem de produtos secundarios, valorizando todos os
coprodutos e produzindo a prépria energia que alimenta o processo (HUDMAN,
2016).

O objetivo de uma biorrefinaria é transformar os materiais oriundos da
biomassa, incluindo os residuos da cadeia, em produtos Uteis através de uma
combinacéo de tecnologias e processos verdes (RODRIGUES, 2011).

As cooperativas extrativistas de 0leos do interior do Amazonas podem
se beneficiar desse conceito ao implementar processos que possibilitem a
utilizacdo completa das fontes oleaginosas e seus residuos, permitindo seu
aproveitamento integral na producdo de Oleos vegetais e coproducdo de
compostos quimicos e combustiveis, de maior valor agregado. Isso permitiria
uma producdo sustentdvel com melhores desempenhos ambientais e

econdbmicos.

3.2. O uso de oleaginosas nativas da Amazbnia para producdo de
biodiesel

Na Amazbnia, existe uma grande variedade de espécies oleaginosas.
Dessas espécies extraem-se 6leos vegetais com inumeras possibilidades de
uso por apresentarem composi¢cdo quimica e propriedades fisico-quimicas

variadas, além de usos populares e tradicionais. Os principais mercados de
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aplicacao dos 6leos vegetais estdo nas industrias alimenticias e de cosméticos
(PESCE, 2009).

Por outro lado, existe uma grande necessidade de geracdo de energia
elétrica em comunidades afastadas das principais cidades. O Ministério das
Minas e Energia ja desenvolveu varios projetos piloto que visavam estudar o
atendimento dessa demanda. Dentre os diversos modelos estudados, avaliou-
se a producdo de biodiesel, a partir das oleaginosas nativas (BARRETO,
GONZALEZ, 2008; CORREIA et al., 2006;).

Algumas oleaginosas podem ser apontadas como precursoras deste
modelo como o babacu (Orbignya phalerata Mart.), castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa Bonpl.), andiroba (Carapa guianensis Aubl.), cupuacu
(Arachis hypogaea L.), tucuma (Astrocaryum tucuma Mart.), acai (Euterpe
oleracea), entre outras (KALTNER, 2004). A tabela 1 mostra alguns trabalhos
descritos na literatura que estudaram o emprego do 6leo de oleaginosas da
Amazobnia como matéria-prima para producéo de biodiesel.

Tabela 1: Exemplos do uso de 6leos de oleaginosas nativas pra producédo de biodiesel

Conversao em

Oleo Catalisador Alcool ésteres (%) Referéncia
andiroba NaOH Metanol 84,6 Stachiw et al, 2015
babacu NaOH Metanol 98,3 Stachiw et al, 2015
castanha-do-Brasil NaOH Metanol 98,8 Stachiw et al, 2015
tucuma NaOH Metanol 94,2 Stachiw et al, 2015
cupuacu H,SO, / KOH Metanol 83 Pantoja et al, 2013
Acai H,SO, / KOH Metanol 81 Pantoja et al, 2013
tucuma HCI Etanol 73,6 Barbosa et al, 2009
castanha-do-brasil NaOH Metanol 94 Gongalves et al, 2014
castanha-do-brasil KOH Metanol 88,4 Santos et al, 2015
Lipase de
andiroba Burkholderia Etanol 95,5 Carvalho et al, 2013
cepacia
Lipase de
andiroba Mucor Etanol 93 Carvalho et al, 2015
circinelloides
babacu PS Amano IM Etanol 96,9 Tiosso et al, 2014
andiroba Novozym 435 Etanol 87 Tiosso et al, 2014
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3.2.1. Carapa guianensis Aubl. (Andiroba)

A andiroba (Carapa guianensis Aubl.) pertence a familia Meliaceae e €
encontrada em toda a bacia amazobnica. A arvore pode medir até 40 m de
altura sendo muito utilizada na industria madeireira, ja que produz uma madeira
parecida com o cedro, possuindo ainda um alto valor econémico como
sucessora do mogno. Contudo em comparacédo com a exploragdo madeireira, a
producdo de oleo a partir das sementes, além de n&o ser destrutiva, assegura
um retorno econdémico para a populacdo local. Uma arvore adulta pode
produzir até 120 kg de sementes (Figura 1) a semente inteira seca contém 43%
de Oleo e na massa sem casca, 56% (PESCE, 2009).

Figura 1: Sementes de andiroba. Fonte: http://www.amazonoil.com.br

O 6leo de andiroba e seus subprodutos sdo geralmente encontrados em
feiras livres e sdo famosos por seus usos na medicina popular como
analgésico, antiflamatério, antibacteriano e antiparasitario. Também tém
relevancia para industria de cosméticos, ja que é composto principalmente de
triacilglicer6is com niveis elevados de acidos graxos insaturados tais como
oleico (51,81%) e linoleico (8,3%). O seu conteudo insaponificavel varia de 2 a
5%, e € composto de esteroides, cumarinas, flavonoides e principalmente de
limonoides (AMBROZIM et al., 2006).

Iha e colaboradores (2013) relatam o uso do 6leo de andiroba para
producdo de biodiesel via reacdo de transesterificagdo com catélise &cida,
onde o produto obtido apresentou propriedades fisico-quimicas aceitaveis para
0 uso em maquinas a diesel. A fim de estudar a eficiéncia de alguns complexos
metélicos como catalisadores, o0 6leo de andiroba foi convertido em biodiesel
apresentando maior rendimento na presenca do catalisador Sn(3-hidroxi-2-
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metil-4-pirano),(H20), quando comparado com o0 uso de acido sulfarico
(ABREU et al., 2003).

Utilizando enzimas do microrganismo Burkholderia cepacia, o Oleo foi
convertido em biodiesel com 95,5% de rendimento (CARVALHO et al., 2013) e
utilizando Mucor circinelloides de 93% (CARVALHO et al., 2015). Um estudo de
comparacdo entre a eficiéncia de conversdo entre lipases, utilizando 6leo de
andiroba, mostrou que a reacdo utilizando a lipase Lipozyme TL IM®
apresentou maior eficiéncia (TIOSSO et al., 2013).

3.3. Biodiesel

Durante a ultima década, o biodiesel tem atraido atengcédo consideravel
por ser biodegradavel, ndo-toxico e derivado de uma fonte renovavel. As
propriedades do biodiesel, como o numero de cetano, viscosidade e alteracdes
de fase sdo semelhantes as do diesel de petroleo (RANGANATHAN et al.,
2008). Além disso, o0os motores abastecidos com biodiesel emitem
significativamente menos particulas que prejudicam o meio ambiente.

Outro aspecto importante é que o biodiesel possui teor médio de
oxigénio de 11%, e assim resulta em uma combustdo mais completa e eficiente
(ABBASZAADEH e GHOBADIAN, 2012). O numero de cetano do biodiesel
varia entre 45 e 70, esse valor elevado confere ao biodiesel um alto poder de
autoignicdo e combustdo, além de proporcionar uma melhor lubrificacédo
guando comparado ao diesel de petréleo (KNOTHE, 2014).

O biodiesel é definido como sendo uma mistura de ésteres alquilicos de
acidos graxos e pode ser obtido através de trés rotas basicas de producéao:
interestificacdo, esterificagéao e transesterificacdo (SCHUCHARDT et al., 1998).
A interesterificagdo € a transformacdo de triacilgliceréis em biodiesel na
presenca de um outro éster. Neste processo, um acilglicerol é formado como
subproduto ao invés de glicerol. No processo conhecido como esterificagédo, o
biodiesel € produzido pela reacdo de acidos graxos livres com alcool,
resultando em ésteres alquilicos e gua como subproduto. A transesterificacado
consiste na reacgdo de triacilglicer6is com &lcoois de cadeias curtas, como
metanol ou etanol, que produzem ésteres de acidos graxos e glicerol, sendo
este processo 0 mais utilizado para producdo de biodiesel (Figura 2) (MA e
HANNA, 1999; FREEDMAN, 1986).
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Para determinar o melhor método de processo de producao de biodiesel,

€ importante analisar trés pontos: a matéria-prima, o alcool e o catalisador.

0]
H,C—0~ "R, R;—COOH 2
‘ O Catalisador
)L + 3R—OH =———= R,—COOH + CH-OH
CH-07 "R, )
‘ 0 Alcool
)L R;—COOH H,G—OH

Esteres (Biodiesel) Glicerol

Triacilglicerideo

Figura 2: Reac&o de transesterificagdo

3.3.1. Matéria-prima

A matéria-prima utilizada para producdo de biodiesel sdo os lipideos,
que sdo os principais constituites de 6leos vegetais e gorduras animais, sendo
produzidos também por microalgas e cianobactérias. Os 0Oleos vegetais séo
mais amplamente utilizados e s&o constituidos majoritariamente por
triacilglicerdis, além de di- e monoacilglicerbis em menor quantidade

(ISSARIYAKUL e DALAI, 2014).
O

PR

H,c—0~ "R, H,C—OH H,C—OH
W |

PR

CH-0O R, CH-0O R, CH-OH
i I I
H2C_O R3 H2C_O R3 H2C_O R3
Triacilglicerdis (TG) Diacilglicerdéis (DG) Monoacilgliceréis (MG)

Figura 3: Estrutura molecular dos principais constituintes de 6leos vegetais

Oleos comestiveis de plantas como Oleo de milho, palma, canola,
girassol e soja, sdo o0s mais utilizados para producdo de biodiesel,
correspondendo a 95% do total de biodiesel produzido no mundo, sendo o 6leo
de canola a principal fonte (GULDHE et al., 2015; KINNEY e CLEMENTE,
2005). A escolha da matéria-prima depende da composi¢cdo quimica da fragéo
lipidica (caracteristicas fisico-quimicas) e economia do processo. A escolha da
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matéria-prima depende também da sua ocorréncia, condi¢cdes de cultivo e sua
disponibilidade (GUI et al., 2008; SHARMA e SINGH, 2009; FEOFILOVA et al.,
2010).

O custo da matéria-prima corresponde a cerca de 70 a 80% do valor
total referente a producéo de biodiesel. Como esses 6leos sdo em sua maioria
também utilizados na industria alimenticia existe um grande debate entre a
necessidade de geracdo de alimentos e de energia, a partir dessa matéria-
prima (KRAWCZK,1996; ROBLES et al., 2009; GUI et al., 2008).

Uma resposta para esse problema sédo os estudos envolvendo outras
matérias-prima, de baixo custo, como 6leos residuais utilizados em cozinhas ou
gorduras animais (KNOTHE, 2005). Esses 0leos, que sdo denominados 6leos
de 2° geracdo, tém como principal entrave para 0 seu uso O aspecto
tecnolégico causado normalmente pelo elevado indice de acidez (GUI et al.,
2008). Assim, a investigacao de diferentes métodos e tecnologias que utilizem
essas materias-primas de 2° geracdo produzindo um biodiesel de qualidade
torna-se necesséria (ABBASZAADEH e GHOBADIAN, 2012; GUI et al., 2008).

3.3.2. Alcoois

Alcoois de cadeia curta, como propanol, butanol, metanol e etanol, séo
utilizados nas reacdos que produzem biodiesel. Normalmente utiliza-se o
metanol e o etanol. O metanol é frequentemente utilizado por possuir uma
maior reatividade quimica. Além disso, possui uma cadeia menor e maior
polaridade, guando comparado aos outros alcoois, essas caracteristicas tornam
a separacao dos esteres e da glicerina mais facil (MARCHETTI et al., 2007).

No entanto, ele é produzido principalmente a partir de fontes nao
renovaveis e é toxico (CHEN e WU, 2003). Portanto o etanol possui mais
vantagens do ponto de vista ambiental ja que é gerado a partir de fontes
renovaveis, sendo também menos toxico. O Brasil e os Estados Unidos séo os
maiores produtores de etanol do mundo. Cerca de 90% da oferta mundial é originaria
desses dois paises. Ao longo das Ultimas décadas, o Brasil tem sido visto como
referéncia mundial na producdo sustentavel e eficiente do biocombustivel, utilizando
como matéria-prima a cana-de-agucar (ANP, 2016).

Um aumento da velocidade de reacdo pode ocorrer com 0 aumento da

concentracdo de alcool, dependendo das condi¢cdes de operacao, tais como o
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tipo e quantidade de alcool, o tipo de catalisador e temperatura. As reacdes
catalisadas por enzimas nescessitam de uma quantidade menor de alcool que
as realizadas por catalise quimica (TAMALAMPUDI et al., 2008;
NARASIMHARAO et al., 2007), a razdo molar entre 6leo e alcool € de 3:1 e
6:1, em geral, para reacdes enzimaticas (MATA et al., 2012; BERNARDES et
al, 2007). Entretanto, os alcoois atacam o sitio catalitico das enzimas

diminuindo o seu grau de conversao (CHEN e WU, 2003).

3.3.3. Catalisadores

Existem dois tipos de catélise. A catélise heterogénea, onde o
catalisador estd em uma fase diferente dos reagentes. Geralmente, sao solidos
finamente divididos ou porosos, usados em rea¢cdes em fase liquida ou gasosa.
Ja na catalise homogénea, o catalisador e 0s reagentes sdo solluveis
(ARANSIOLA et al., 2014). A transesterificacdo pode ser realizada por catalise
homogénea ou heterogénea. Os catalisadores podem ser acidos, basicos
(catalisadores quimicos) e enzimaticos (catalisadores biologicos). A tabela 2,

mostra as vantagens e desvantagens de cada tipo de catélise.
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Tabela 2: Vantagens e desvantagens de cada tipo de catélise (Adaptada de GULDHE, 2015)

Tipo de catélise Vantagens

Desvantagens

Alto rendimento, menores custos, alta

Reacéo de saponificagdo dos acidos

BASICA velocidade de reagédo, requer quantidade graxos livres, geracdo de aguas residuais,
HOMOGENEA média de energia. dificil recuperacéo do catalisador,
purificacdo do produto final é necesséaria.
Geracao de aguas residuais, dificil
) Médio rendimento, menores custos, recuperacdo do catalisador, purificagdo do
ACIDA
. velocidade de recdo média, conversdo de produto final € necessaria, corrosao de
HOMOGENEA
acidos graxos livres. equipamentos, requer altas quantidades de
energia.
) Alto rendimento, custos médios, pode ser Requer altas quantidades de energia,
BASICA
reutilizado, alta velocidade de reacéo, exige preparo do catalisador, reacéo de
HETEROGENEA
pode ser utilizado em processo continuo. saponificacdo de acidos graxos livres.
Alto rendimento, pode ser reutilizado,
Requer altas quantidades de energia,
ACIDA custos médios, alta velocidade de reacao,
exige preparo do catalisador, causa
HETEROGENEA conversao de acidos graxos livres, pode
corrosdo dos equipamentos.
ser utilizados em processo continuo.
Requer baixa energia, conversdo de
acidos graxos livres, produtos de alta
pureza, sem geracao de aguas residuais,
) Menores taxas de reacdo causadas pela
ENZIMATICA reutilizaveis, pode ser utilizados em

processo continuo, utilizados em diversas
matérias-primas, elevada seletividade e

especificidade.

inibicdo por alcoois, altos custos.
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Os catalisadores quimicos apresentam problemas significativos e para
minimiza-los processos catalisados por enzimas tém sido propostos
(FJERBAEK et al.,, 2009). A catélise enzimatica em biodiesel € realizada
especificamente pelas lipases, que possuem a capacidade de mediar reacdes
de transesterificacdo para producdo de biodiesel (LEUNG et al.,, 2010),
entretanto apresentam menores taxas de conversao neste processo, uma vez
que ocorre a inibicdo das enzimas pelos &lcoois utilizados. Outro grande
problema do uso de enzimas para producdo de biodiesel é o alto custo de
enzimas especificas (KUSS et al., 2015). Uma alternativa para o uso desse tipo

de matéria-prima é a producdo de biodiesel a partir do processo de
hidroesterificacdo (SANTOS et al., 2015).

3.4. Hidroesterificacéo

A hidroesterificacdo é um processo integrado que combina dois
processos essenciais, hidrolise e esterificacdo. O processo de hidrélise seguido
de esterificacdo é uma alternativa para o uso de métodos convencionais de
producado de biodiesel utilizando 6leos com alto teor de acidez (SANTOS et al.,
2015 e POURZOLFAGHAR et al., 2016).

Por esse processo, as matérias-primas com elevado indice de acidez
sofrem hidrdlise por catalisadores homogéneos ou por lipases, que oferece
vantagens significativas em relacdo a hidrélise quimica (Tabela 2), além de
proporcionar um produto final livre de residuos quimicos (POURZOLFAGHAR
et al., 2016).

A esterificacao utilizando catalisadores acidos heterogéneos proporciona
vantagens econdmicas associadas a reutilizagcdo do catalisador, facilidade de
separacédo do catalisador e um produto final menos corrosivo e poluente. Além
disso para o uso de catalisadores heterogéneos, em geral, ttm-se um maior
rendimento reacional e uma maior pureza do produto (SEMWAL et al., 2011).
No caso especifico de biodiesel, outra vantagem significativa é a facilidade de

se empregar o etanol no lugar do metanol.

27



3.5. Enzimas e lipases

Enzimas sao catalisadores das reagfes que ocorrem em sistemas
biolégicos e normalmente sdo proteinas com extraordinaria eficiéncia catalitica
em diferentes tipos de reacdes, devido a sua capacidade de se ligarem
especificamente a uma grande variedade de moléculas (LEHNINGER, 1995).

As lipases sao enzimas que efetuam a hidrélise de triacilgliceréis (Figura
5) para formar diacilgliceréis, monoacilgliceréis e acidos graxos livres, além de
catalisarem a esterificacdo e interestereficacdo (Figura 4), sendo assim
classificadas como hidrolases, chamadas lipases de triacilglicerol e recebem a
nomenclatura E.C.3.1.1.3 pela International Union of Biochemistry and
Molecular Biology (NELSON et al., 1996; AL-ZUHAIR, 2005; SCHMIDT, 1999;
IUBMB, 1992).

o) linase (0]
)k + HZO —_— )k + R1—OH
R OR, R OH
Hidrolise
0] lipase (@)
)k + R—OH — )k + HO
R OH R OR;
Esterificacdo
0 0 lipase o) 0]
+
oo« L — PN

Interesterificacéo

Figura 4: Algumas reac6es mediadas por lipases

As caracteristicas individuais das lipases dependem principalmente das
caracteristicas do organismo produtor (VAKHLU e KOUR, 2006; SCHMIDT,
1999; SHARMA et al., 2001).
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Os principais organismos produtores de lipases séo:

- Bactérias como Pseudomonas, Thermoactinomyces, Bacillus,

Actinomyces;

- Leveduras como Candida rugosa e C. antartica;

- Fungos filamentosos pertencentes aos géneros Aspergillus, Rhizopus,
Rhizomucor e Mucor;

Desses destacam-se as lipases isoladas das leveduras Candida sp., as
bactérias Pseudomonas sp. e os fungos filamentosos Rhizopus sp. (BENJAMIN
e PANDEY, 1998).

As lipases podem ser classificadas em dois grupos: as lipases 1,3
especificas que catalisam a liberacdo de &cidos especificamente nas posi¢cdes
1 e 3 dos triacilgliceréis, a exemplo das lipases de Rhizopus delemar,
Aspergillus niger, Mucor miehei e Pseudomonas sp., e as lipases que nao
possuem seletividade posicional, como as de Candida rugosa (YUZBASHEVAA
et al., 2014; SAXENA et al., 1999).

H2 H2
C.2 C_

O"{CH, O

Figura 5: Molécula de triacilglicerideo (glicerato de 1-estearil,2-linoleil,3-palmitoila)

O sitio catalitico das lipases € constituido por trés residuos de
aminoacidos, que sdo um nucleofilo de serina, um de sitios acidos (aspartato e
glutamato) e um residuo de histidina (SCHMIDT, 1999; RUA et al., 1997). A

catalise pode ser feita utilizando lipases extracelulares (a enzima é extraida da
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célula) e intracelulares (a célula inteira é utilizada), o processo extracelular
emprega lipases livres ou imobilizadas (RANGANATHAN et al., 2008).

A lipase pancreatica apresenta dois dominios distintos em sua estrutura,
cada proteina tem um dominio amino-terminal globular (N-terminal), que
contém o sitio catalitico e um dominio carboxi-terminal (C-terminal), que inclui a
colipase. O dominio N-terminal apresenta ainda uma estrutura chamada de
“tampa” que ¢é hidrofébica e que cobre o sitio catalitico impedindo
esteroquimicamente o acesso do substrato ao mesmo. Em uma interface
lipidica-aquosa a tampa se move para abrir e configurar 0 acesso ao sitio
catalitico (LOWE, 2002).

N-Terminal

Sitio catalitico
da enzima

“Tampa”

Coenzima

\

C-Terminal

Figura 6: Estrutura de uma lipase e seus diferentes dominios

As lipases sdo aplicadas em diversos processos de biotransformacéo,
especialmente as lipases de Candida rugosa (LCR), que sdo amplamente
mencionados na literatura. Entre os processos que utilizam hidrolases, as LCR
foram descritas pela primeira vez nos anos 60, quando foram isoladas de
leveduras do solo. Hoje, sabe-se que as LCR comerciais sdo, na verdade,
composta por uma mistura de vérias isoenzimas em diferentes proporcoes, e
cada isoenzima possui propriedades biocataliticas diferentes (YAMADA e
MACHIDA, 1962 e FERRER et al., 2001).
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Assim, encontramos trabalhos onde os parametros reacionais 6timos
para o uso de lipase de Candida rugosa podem apresentar valores distintos,
como mostra a tabela 3. E importante resaltar que o uso de lipases para
processos de hidrélise exige ainda uma afinidade com o substrato. A Candida
rugosa é uma lipase nado-especifica em relacéo a sua regioespecificidade e ndo
é tipo-seletiva com relag@o ao tamanho da cadeia carbdnica e/ou ao nimero de
insaturacdes (MARIA et al., 2006).

Tabela 3: Algumas condicBes em catélise enzimatica de lipases de Candida rugosa para producéo de
biodiesel (Adaptada de POURZOLFAGHAR, et al., 2016)

%

Substrato Oleo:Tampdo Temperatura pH Tempo Agitacdo Rendimento Enzima Referencia
Oleo de _ o “agitacio . TING et al.,
Soja 2:1 (viv) 40°C 8,0 5h constante” 88 Livre 2008
Oleo 6,8
residual de 1:1 (viv) 30°C - 10h 250 rpm 100 Livre TALUKDER et
- al.,, 2010 a
cozinha 7,4
Oleo de o o . " NAGESHA et
soja 40% (m/v) 45°C 7,0 3h 71 Imobilizada al., 2004
“Oleo : WATANABE
acido” 60% (M/v) 30°C 7,0 24 h 500 rpm 66 Livre etal., 2007
Oleo de o . . SERRA et al.,
Palma 0,1g/mL 45°C 7,5 90 min 200 rpm 97 Livre 2008
Oleo de _ o . ADASHI et al.,
“Soja 2:1 (miv) 30°C 7,0 24 h 300 rpm 92 Livre 2013
Oleo de . Livre TALUKDER et
Paima 1:1 (viv) 30°C 7,0 4h 250 rpm 100 al., 2010 b
Oleo de
Pinhio 50% (MA) 40°C 95  * 200 rpm 78 Livre RAOSO
Manso v
) FADILOGLU
Oleo de ) o . &
oliva 1:4 (viv) 45 °C 6,5 12 h 120 rpm 90 Imobilizada SOYLEMEZ,
1998
Oleo de
amendoa 1:1 (viv) 40°C 7.5 2h 250 rpm 94,5 Livre CAZ\(@‘I“HO
de Tucuma

3.5.1. Variaveis operacionais da enzima

Enzimas séo proteinas e portanto estdo sujeitas a todas as reacdes que
as proteinas podem sofrer, podendo ser coaguladas quando expostas ao calor,
alcoois ou acidos fortes, por exemplo (LEHNINGER, 1995). As propriedades
estruturais da lipase diferem de acordo com as suas fontes. Isso explica

atividades diferentes em substratos diferentes, surgindo a necessidade de
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otimizar o processo com base na enzima selecionada e nos substratos (BISEN
et al., 2010).

Algumas variaveis devem ser levadas em consideracdo para que a
enzima nédo perca sua atividade e mantenha a sua taxa de conversao.

A velocidade de todas as reacdes quimicas é afetada pela temperatura,
quanto maior a temperatura mais rapida é a reacdo. Valendo também para as
reagBes envolvendo enzimas. Contudo, se a temperatura € exageradamente
elevada a enzima serd desativada por desnaturacdo e sera incapaz de
funcionar. A melhor temperatura para o funcionamento de uma enzima, a
temperatura na qual a velocidade de reacdo envolvendo uma enzima é
méxima, é chamada de temperatura Otima para uma enzima em particular.
Quando exposta a temperaturas mais elevadas, a enzima ird coagular e sera
incapaz de catalisar. Em temperaturas inferiores da temperatura 6tima, a
velocidade sera menor que a velocidade maxima. Muitas enzimas apresentam
a temperatura 6tima em torno de 40C (LEHNINGER, 19 95).

No geral, nas reacdes de producédo de biodiesel via catélise enzimatica a
temperatura 6tima da enzima € influénciada pela sua estabilidade, razdo molar
de alcool/6leo e o tipo de solvente organico utilizado (ANTCZAK et al., 2009).
Diferentes temperaturas operacionais tém sido empregadas, variando de
acordo com a fonte da enzima. No geral, lipases bacterianas exibem uma
termoestabilidade maior do que outras lipases microbianas (GUPTA et al.,
2004).

Cada enzima apresenta uma faixa de pH na qual o seu funcionamento é
otimo, denominado de pH 6timo (LEHNINGER, 1995). Lipases bacterianas tém
pH o6timo entre neutro e alcalino (SUNNA et al., 2002; GUPTA et al., 2004),
enquanto que lipases de leveduras e fungos sdo mais ativas em pH entre
neutro a ligeiramente acido (SHARMA et al.,, 2001). No entanto, algumas
lipases sao ativas e estaveis ao longo de uma faixa de pH mais ampla, de 3 a
12 (BRADOO et al., 2002).

A velocidade das reacfes sdo determinadas pelas concentracdes dos
reagentes, com uma maior concentragdo de substrato a velocidade da reacdo
aumentara até que a enzima tornar-se saturada com o substrato. A velocidade
também sofrera aumento com o aumento da quantidade de enzima, supondo

um suprimento ilimitado de substrato (LEHNINGER, 1995). O tempo de reacéao
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necessario para a catalise enzimatica é geralmente mais longo, do que aquelas
catalisadas por reagentes quimicos (PARAWIRA, 2009).

No caso especifico das lipases, é necesséria a formacdo de uma
interface lipideo/agua para que a enzima seja capaz de catalisar nesta interface
no processo de hidrolise enzimatica de lipideos (CASTRO et al., 2004). A agua
mantém a estrutura tridimensional da enzima e pode afetar diretamente a sua
estrutura e atividade (LU et al., 2009). Geralmente, a quantidade minima de
agua necessaria para manter a atividade biocatalitica da enzima é especifica
para cada lipase (JEGANNATHAN et al., 2008).

3.6. Planejamento Fatorial de Experimentos

Muitos experimentos que dependem de varios fatores reacionais, como
€ 0 caso da catalise enzimatica, faz-se necessario previamente otimizar cada
um dos fatores e esse é um processo que pode levar muito tempo e envolver
gastos de reagentes.

Nesses casos, empregando os planejamentos experimentais baseados
em principios estatisticos, pode-se extrair do sistema em estudo o maximo de
informacdes sobre as varidveis mais significativas no processo, fazendo um
namero minimo de experimentos, uma vez que num planejamento fatorial sdo
investigadas as influéncias de todas as variaveis experimentais de interesse e
os efeitos de interacdo, na resposta (NETO et al.,, 2007 e FERREIRA e
TEOFILO, 2006).

Quando os fatores significativos sdo selecionados, uma metodologia de
superficie de resposta pode ser realizada para otimizar o experimento, ou seja,
€ possivel encontrar os valores das variaveis que produzirdo a melhor resposta,
encontrando uma regido 6tima na superficie definida pelos fatores (FERREIRA,
e TEOFILO, 2006). No caso da reagcdo de hidrolise enzimética, o emprego
desse tipo de analise € interessante, uma vez que 0 objetivo € encontrar os
valores dos paramétros reacionais que possibilitam um maior rendimento
(NETO et al., 2007).

Para uma analise utilizando a metodologia de superficie de resposta, o
planejamento experimental realizado deve proporcionar boas estimativas para
todos os coeficientes, exigir poucos experimentos e fornecer condi¢cbes de

avaliacdo do planejamento fatorial dos coeficientes e do modelo, analisando a
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regressao e falta de ajuste. Assim, pode-se realizar um planejamento como o
planejamento composto central, que €é uma alternativa para realizar
planejamentos que demandam muitos experimentos para um pequeno nimero
de fatores; diminuindo assim, a quantidade de ensaios que serdo realizados
(FERREIRA e TEOFILO, 2006).

Esses planejamentos sdo constituidos por: um planejamento fatorial de
dois niveis 2%, onde k representa o niimero de fatores, e para cada fator tempos
um nivel mais alto e um nivel mais baixo, representados por + e -. Dessa
forma, € necessario definir quais fatores serdo analisados e qual tipo de
planejamento fatorial serd empregado. Experimentos no ponto central, onde os
valores para cada varidvel sdo uma média dos niveis mais altos e mais baixos,
representados por 0; e experimentos nos pontos axiais que estao situados nos
eixos do sistema de coordenadas com distancia de + a da origem, os valores
desses niveis precisam ser decodificados para os valores experimentais dos
niveis das variaveis, entretanto é aceitavel um ajuste nesses valores, caso
necessario, desde que nao ocorram grandes distorces em comparagdo com o
valor original. A figura 7 mostra os pontos experimentais deste planejamento no
sistema de coordenadas, onde para k = 2, no sistema a esquerda temos a =
1,414 e para k = 3, na direita temos a = 1,6282 (FERREIRA e TEOFILO, 2006).
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Figura 7: onde @ representa o planejamento fatorial (niveisem +1 e —1); &
0s pontos axiais € O 0s pontos centrais.
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3.6.1. Coeficientes dos efeitos e as estimativa de  erro com repeti¢cées no
ponto central

Planejamentos fatoriais com trés niveis, ou seja, incluindo o ponto
central, podem estimar o grau de curvatura na resposta. Polinbmios sé&o
utilizados para descrever o modelo. Considerando trés variaveis (X1, X, € Xj),
teriamos, por exemplo, a equacao 1, para estimar os coeficientes das variaveis

principais:

y:bo+b1X1+b2X2+b3X3+e

Equacédo 1: estimativas de coeficientes de efeitos principais

Onde o coeficiente by é o valor populacional da média de todas as
respostas obtidas, b;, b, e bz sdo os coeficientes relacionados com as
variaveis Xi, X; e X3; e “e” é 0 erro associado ao modelo. E para as interacao

entre as variaveis, teriamos:

y =bo+ biX1 + baXs + b3Xs + b12X1 X2 + D13X1 X3 + D2gXoX3 + D123X1Xo X3 + €

Equacédo 2: estimativas de coeficientes de efeitos de interacéo

Onde, além dos coeficientes relacionados as variaveis temos o0s
coeficientes relacionados as interacdes de segunda ordem (X1 Xz, X1 X3, X2X3) €
o0 coeficiente bi3 relacionado a interacéo de terceira ondem, X;X,Xs.

Quando o modelo é montado, € necessario construir uma matriz de

coeficientes de contraste (X).

Tabela 4: Exemplo de matriz de coeficientes de contraste para um planejamento 2°

Variaveis InteracBes
Média X1 X, Xs X1 X1z Xo3 X123
+ - - - + + + -
+ + - - - - + +
+ - + - - + - +
+ + + - + - - -
+ - - + + - - +
+ + - + - + - -
+ - + + - - + -
+ + + + + + + +
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Esta matriz é utilizada para o calculo dos coeficientes do modelo (vetor
de regresséao), junto com o vetor de respostas y. Assim, o0 modelo pode ser
representado matricialmente pela equacdo 3, onde y é o vetor das respostas

estimadas pelo modelo e b o vetor de regresséao.

y=X.b

Equacédo 3: Representacdo da matriz

Utiliza-se 0 método dos quadrados minimos para determinar o vetor de
regressdo b, como mostra a equacéo 4, onde X'indica a transposta de X e (X-

) é a matriz inversa do produto da transposta da matriz X com ela mesma.

b= (X'X) X'y

Equacédo 4: Representacdo da matriz

Com os experimentos incluidos no centro do planejamento € possivel
obter uma boa estimativa dos erros. Assim, € possivel avaliar a significancia
dos efeitos ou coeficientes. Além disso € possivel estimar um modelo
apropriado e verificar a falta de ajuste ja que a relagdo ndo linear entre 0s
intervalos é minimizada (FERREIRA e TEOFILO, 2006).

Normalmente sdo necessarias apenas de 3 a 5 repeticdes no ponto
central e a partir dessas repeticbes € possivel obter a média e a variancia,
conforme as equacéo 5 e 6, respectivamente, onde: r € o niumero de replicatas,
yi é o valor das observacdes individuais, y é o valor da média e S? a variancia
(NETO et al., 2007)

Z?:l Yi

Média (y) = "

Equacédo 5: Média amostral

Y i — y)?
(r=1

Equacéo 6: Variancia amostral

Variancia (§%) =

A matriz (X'X)? tem grande influéncia na variancia dos parametros de

regressao. O produto desta matriz, juntamente com o valor da variancia obtida
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através das repeticdes no ponto central, de acordo com a equacéo 6, fornece a
matriz V) (matriz de variancia-covariancia), obtida pela equacao 7.
V(b) = (XtX)_l SZ

Equacédo 7: Matriz de varidncia-covariancia

Os elementos da diagonal da matriz V) séo as variancias dos
parametros de regressao. Os elementos de fora da diagonal sédo a covariancia
entre os parametros de regressao. Assim, a raiz quadrada dos elementos da
diagonal principal determina os valores correspondentes dos erros padrao dos
coeficientes calculados (FERREIRA e TEOFILO, 2006).

3.6.2. Efeitos significativos

Inicialmente formula-se uma hip6tese estatistica com o objetivo de
avaliar se aceitamos ou ndo aceitamos certa condi¢cdo. Formula-se a hipotese
de que ndo existe, por exemplo, efeitos ou interacdes entre efeitos
significativos em um dado planejamento. Esta hipétese € chamada de hipétese
nula (Ho). Qualquer hip6tese diferente desta é chamada hipo6tese alternativa
(Hy). Se uma hipotese é rejeitada quando deveria ser aceita, comete-se um
erro tipo I. Se uma hipotese é aceita quando deveria ser rejeitada, comete-se
um erro tipo Il. Para que um teste de hipbtese seja adequado, ele deve ser
planejado de modo que os erros de decisdo sejam minimos.

Ao analisar uma hipotese estabelecida, a probabilidade maxima de
ocorrer um erro do tipo | € chamada de nivel de significancia, representada por
a. Se o nivel de significancia for de 5%, existe 5 chances em 100 da hipotese
nula ser rejeitada, quando deveria ser aceita, ou seja, existe uma confianca de
95% de que se tomou a deciséo correta.

As avaliacbes de significancia para a decisdo estatistica, tanto para
efeitos como para coeficientes de um modelo, podem ser realizadas
empregando o teste t (distribuicdo de Student), através do valor p, comparando
este valor do teste estatistico amostral com o nivel de significancia a. Se o
valor p < q, rejeita-se Hp, caso contrario Hy € aceito. Logo, se estabelecemos
como Hp que nao existe efeitos, ou interacdes entre efeitos, significativos em
um dado planejamento, se p for < 0,05 rejeitamos Hp e concluimos que o efeito,
ou a interacao entre dados efeitos, é significativa para o modelo.
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O valor p representa a probabilidade de validade do erro envolvido no
resultado observado, é um representativo da populacdo. Assim, levando em
consideracao o valor de um efeito ou da interacdo entre efeitos, se o valor do
teste estatistico calculado apresentar um grande desvio da distribuicdo de
Student, ele descreve algo mais que o residuo experimental. Desta maneira,
sera significativo dentro de um intervalo de confianca e assim, p < a, para o

namero de graus de liberdade em questdo (FERREIRA e TEOFILO, 2006).

3.6.3. Avaliacdo do modelo

A maneira mais confiavel de se avaliar a qualidade do ajuste do modelo
€ empregando a analise de variancia (ANOVA), uma vez que o modelo em
questdo pode nao descrever a regido estudada do sistema. Na ANOVA a
variacdo total da resposta é definida pela soma quadratica de regressao e
residuos. A soma quadratica da regressao (SQg) representa a soma dos
desvios das previsfes feitas pelo modelo, em relagdo a média global. Ja a
soma quadratica residual (SQ;) representa a soma das diferencas entre os
valores observados e os valores previstos. Assim, a soma quadratica total
(SQr) representa a soma dos desvios dos valores observados, em relagcdo a
média global.

Quando temos um modelo bem ajustado, a soma quadratica residual
(SQr) deve ser pequena de forma que os valores observados e os valores
previstos sejam proximos, ou seja, que a soma quadratica total seja
aproximadamente igual a soma quadratica da regressao.

A divisdo da soma quadratica de cada fonte de variacdo pelo seu
respectivo nimero de graus de liberdade fornece a média quadratica (MQ). A
razdo entre a média quadratica da regressdo (MQg) pela média quadratica
residual (MQ,), pode ser usada para avaliar o a significancia da regressao,
através do teste F (distribuicdo de Fisher), levando em consideracdo seus
respectivos numeros de graus de liberdade. Considerando que o valor
calculado de F (MQr/MQ;) seja maior que o valor tabelado de F, para o nivel de
significAncia escolhido, ou seja, F ca > F twp, a significancia da regressao é
estatisticamente significativa. Descarta-se a possibilidade de Hy e se tem a
evidencia estatistica para acreditar na existéncia de uma relacao linear entre as
variaveis.
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A soma quadratica residual, equivale a soma quadratica do erro puro
(SQer), que esta relacionada aos erros aleatorios das repeticdes, mais a soma
qguadratica da falta de ajuste (SQr). A falta de ajuste é uma medida da
discrepancia entre a resposta do modelo com as respostas de previsdo e a
média das replicatas. Quando dividimos essas somas quadraticas pelos seus
respectivos graus de liberdade temos medias quadraticas, cujos valores
guando comparados sao utilizados para avaliar a falta de ajuste do modelo.
Podemos, entéo, usar um teste F da razdo MQr/MQgp para avaliar se 0 modelo
estd bem ajustado. Quando F4 ao nivel de significancia estabelecido, for maior
que MQr/MQep significam falta de ajuste.

Outros parametros também importantes para observar se toda variagdo
em torno da média foi explicada pela regressao, séo o valor do coeficiente de
variacdo R? e gréaficos de residuos. O valor de R? representa a fracédo da
variacdo que é explicada pela falta de ajuste do modelo, o valor méximo de R?
€ 1, e s6 ocorrerd se ndo houver residuo nenhum e portanto toda a variagdo
em torno da média for explicada pela regressado. Quanto mais perto de 1 estiver
o valor de R? melhor teré sido o ajuste do modelo as respostas observadas.
Em geral, expressamos 0 R?> em termos de porcentagem, ou seja, significa
quanto em porcentagem nos resultados podem ser explicados (NETO et al.,
2007).

3.6.4. Metodologia de superficie de resposta

Para um planejamento composto central realizado com trés variaveis, a
superficie de resposta pode ser estimada de acordo com a equacao 9, onde
tempos: X1, X2 e X3 que sdo as variaveis referentes aos fatores; e apresentam
0s seguintes coeficientes calculados a partir do método dos minimos
quadrados, sao eles: by, ponto de intersecao; b; ,b, ,bs, referentes aos efeitos
lineares; b1 by, bss, referentes aos efeitos quadraticos; e by, bis bos, referentes
aos efeitos de interacdo de segunda ordem; e e; (i=1,2...) é 0 erro experimental
correspondente a yi.

yi=bo + b1Xq + baXa + b3Xz + b11X1® + b1oXo” + b1aXa” + b1 X1 Xp + b13X1 X3 +
b23XoX3 + €

Equacdo 9: Estimativa de superficie de resposta
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4. METODOLOGIA

4.1. Obtencao da matéria-prima e extracado dos 6leos

Residuos da extracdo de 6leo de andiroba gerados na Agroindustria de
extracdo de Oleos de Manaquiri - AM, foram utilizados como matéria-prima para
extracdo dos 6leos. O processo de extracdo em cooperativas extrativistas é
realizado por prensagem mecanica. Foram recebidos, o 6leo obtido da
prensagem nao filtrado e a torta residual (Figura 8).

Normalmente o processo de prensagem mecanica € seguido por uma
filtracdo em sistema do tipo filtro-prensa, que separa o 6leo da torta. Como o
laboratorio ndo tinha esse sistema disponivel, decidiu-se pela separacdo do
Oleo e da torta com solvente organico (hexano). Por outro lado, a torta residual
também foi extraida por maceracdo a frio com hexano, sempre por 3 dias
(Figura 9).

Figura 8: A esquerda, o residuo do processo de filtragem do 6leo obtido por prensa mecanica e
a direita o residuo do que é colocado dentro da prensa mecanica para realizar a extragao.

Figura 9: Processo de extracdo por maceracao a frio com hexano em Mariote.

Ao final do periodo, o 6leo foi separado por filtracdo com papel de filtro e
0 extrato foi concentrado em rotaevaporador até remocéo completa do hexano.
Foi realizada uma nova extracdo com os residuos até que o rendimento da
extracdo posterior fosse considerado baixo. Para o 6leo ndo filtrado foram

necessarias trés extracdes sequenciais e para a torta residual apenas duas.
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4.2. Caracterizacao fisico-quimica dos oOleos

As propriedades fisico-quimicas, indices de acidez, iodo, peroxidos,
porcentagem de acidos graxos livres, material insaponificavel e massa
especifica; foram determinadas pelos métodos descritos pela AOAC
(HORWITZ, 2000) e por MORETTO e FETT, 1989.

4.2.1. indice de acidez

O indice de acidez (IA) é definido como o numero de mg de hidréxido de
sbédio necessarias para neutralizar os acidos livres de uma grama da amostra
(MORETTO e FETT, 1989). Em um erlenmeyer de 125 mL, pesou-se 2 g de
0leo, em seguida adicionou-se 25,0 mL de uma mistura de éter e alcool etilico
(2:1) e agita-se. Adicionaram-se 2 gotas de solucao de fenolftaleina e titulou-se
a amostra com solucdo de hidroxido de sédio 0,1 N padronizada até a
coloragéo résea. O calculo para o IA € mostrado na equacgdo 10. Onde, V é o
volume de hidréxido de sodio 0,1 N gasto na titulagdo da amostra (mL), F € o
fator de correcdo da solucdo padronizada de hidroxido de sodio 0,1 Nem € a

massa de 0leo (g).

mg NaOH V.F.5,61
4 (g0 ) =

g 6leo

Equagdo 10: indice de Acidez

4.2.2. Porcentagem de acidos graxos livres

A porcentagem de acidos graxos livres (AGL%), é expressa em relacao
a quantidade de &cido oleico (MORETTO e FETT, 1989). Pesou-se 2 g de 6leo
em um erlenmeyer de 125 mL adicionaram-se 50,0 mL de alcool etilico 95% e
em seguida 2 gotas de fenolftaleina. A solucdo foi aquecida até a ebulicdo e
posteriormente titulada ainda quente com solucao de hidroxido de sédio 0,1 N
padronizada, até coloracdo résea por 15 segundos. A equacdo 11 mostra o
calculo para obtencdo de AGL%. Onde, V é o volume de hidréxido de sédio 0,1
N gasto na titulacdo da amostra (mL), N é a normalidade da solucdo

padronizada de NaOH (0,1 N) e m € massa da amostra (g).

AGL % = V.N.28,2

Equacédo 11: Porcentagem de &cidos graxos livres
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4.2.3. indice de iodo

O indice de iodo (ll) é a medida do grau de insaturagcdo dos acidos
graxos presentes no Oleo, determinado pela quantidade de halogénio absorvido
e € expresso como o peso de iodo absorvido por 100 g de amostra (HORWITZ,
2000). Em um erlenmeyer de 250 mL, pesou-se 0,25 g de 6leo e adicionou-se
10,0 mL de clico hexano e acido acético glacial (1:1) (POCKLINGTON, W.D
1990). Em seguida, adicionaram-se 25,0 mL da solugcdo de Wijs. Agitou-se
cuidadosamente e deixou-se em repouso por 30 min ao abrigo da luz e a
temperatura ambiente. Posteriormente adicionaram-se 10 mL da solucédo de
iodeto de potdssio a 15% e 100 mL de &gua. Titulou-se com solucéo
padronizada de tiossulfato de sb6dio 0,1 N até uma coloragdo amarela.
Adicionaram-se entdo de 1 a 2 mL de solucédo de amido 0,5% e continuou-se a
titulacdo até a cor azul desaparecer. Em seguida, foi realizado um teste em
branco. O célculo para este indice € mostrado na equacdo 12. Onde, A é o
volume de tiossulfato de sddio 0,1 N gasto no teste com amostra (mL), B é o
volume de tiossulfato de sodio 0,1 N gasto no teste em branco (mL), F é fator
de correcéo da solucdo padronizada de tiossulfato de sédio 0,1 N e m € massa

da amostra (g).

gl2 (A—B).F.1,27
i ( )=
100g de amostra m

Equagéo 12: indice de lodo

4.2.4. Indice de peroxidos

O indice de peroxido (IP) é definido como sendo a medida do contetdo
de oxigénio reativo em termos de miliequivalentes de oxigénio por 1.000 g de
6leo (MORETTO e FETT, 1989). Pesaram-se 5,00 g de 6leo num erlenmeyer
de 250 mL, onde foram adicionados 30,0 mL de uma mistura de acido acético e
cloroférmio (3:2) e agitou-se até a dissolucdo da amostra. Em seguida,
adicionaram-se exatamente 0,5 mL de solucdo saturada de iodeto de potéssio.
Posteriormente adicionaram-se 30,0 mL de agua destilada e titulou-se com
solucédo padronizada de tiossulfato de sédio 0,1 N, até atingir uma coloracéo
levemente alaranjada. Posteriormente adicionou-se 0,5 mL de solucédo aquosa
de amido 1% continuando a titulacéo até o desaparecimento da coloracdo azul.
O indice de perdéxido é calculado através da equacgdo 13. Onde, A é o volume
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de tiossulfato de sodio 0,1 N gasto no teste com amostra (mL), B € o volume de
tiossulfato de soédio 0,1 N gasto no teste em branco (mL), N é normalidade da
solucao de tiossulfato de sédio 0,1 e m é a massa da amostra (Q).

me A—B).N.1000
IP( q )_( )

Kg de 6leo m

Equagéo 13: Indice de per6xido

4.2.5. Material Insaponificavel

Em um baldo de fundo chato pesaram-se 2,00 g do 6leo e adicionaram-
se 25,0 mL de solugéo etandlica de hidroxido de potassio 0,5N. Um sistema de
refluxo foi adaptado a este baldo e a amostra foi aquecida até a ebulicdo, por
um periodo de 30 min. Em seguida esperou-se o resfriamento e o contetdo foi
transferido para um funil de separacéo de 250 mL, adicionou-se 50 mL de éter
etilico. Em seguida a fase etérea foi retirada. Este processo foi realizado trés
vezes, obtendo 150 mL de fase etérea, a mesma foi transferida para pra um
funil de separacdo de 250 mL, adicionou-se 50 mL de agua destilada. Apés
retirar a fase aquosa, adicionou-se 20 mL de hidroxido de potassio 0,5N.
Coletou-se a fase aquosa e em seguida a fase etérea foi novamente lavada
com agua destilada até que ndo apresentasse mais alcalinidade frente a
fenolftaleina. A fase etérea foi transferida para um frasco tarado, apds
evaporacado do solvente, pesou-se o frasco com a amostra até peso constante.

D L, peso do material
% de material insaponicavel = x 100
peso da amostra

Equacéo 14: porcentagem de material insaponificavel

4.2.6. Massa especifica

Essa determinacdo € dada pela razdo da massa da amostra em relacao
a da agua por unidade de volume (HORWITZ, 2000). Transferiu-se a amostra
em um baldo volumétrico de 5 mL e realizou-se a pesagem. Realizaram-se trés
medi¢cbes para uma dada temperatura. A massa especifica média foi calculada
através da equacdo 15. Onde, d, é a densidade média, m,, € massa média e V

foi o volume (5,0 mL).

d _mm
m==

Equacédo 15: Massa especifica
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4.3. Determinacdo da composicdo da cadeia graxa dos Oleos por
Cromatografia Gasosa acoplada ao Detector de loniza ¢&o de Chamas
(CG-DIC)

Inicialmente realiza-se a derivatizacdo das amostras de 6leo em seus
respectivos ésteres metilicos. A derivatizacdo das amostras foi realizada
utilizando o método oficial modificado descrito pela AOAC 969.33 (HORWITZ,
2000). Pesa-se 50,0 mg da amostra de 6leo em um tubo de ensaio com tampa,
adiciona-se 4,00 mL de hidroxido de potassio metandlico 0,5 N, em seguida
deixa-se em banho-maria por 15 min a 60 €. Adiciona-se 5,00 mL de
trifluoreto de boro metanélico e deixa-se novamente em banho-maria por 3 min.
Posteriormente sdo adicionados 4,00 mL de hexano e agita-se por 1 min.

Logo apds, sédo acrescentados 7,5 mL de solucdo aquosa de cloreto de
sédio saturada, agita-se vigorosamente por alguns segundos. A fase hexanica
é retirada e filtrada em uma pequena coluna contendo sulfato de sédio anidro
para remoc¢ao de agua, e alumina (6xido de aluminio 90,0,063-0,200 mm) para
a remocao de material graxo ndo convertido. Em seguida, a coluna é eluida
com 5,0 mL do sistema hexano:acetato de etila (95:5). Utiliza-se cromatografia
em camada delgada para monitorar a derivatizacdo, com padrfes de ésteres
metilicos para fins comparativos. Ao final, a amostra € seca em nitrogénio e
prepara-se uma solucdo na concentracdo de 1 mg/mL que € analisada por
cromatografia gasosa.

Posteriormente, foi realizada a analise da composicao da cadeia de
acidos graxos, utilizando a técnica de cromatografia gasosa com detector de
ionizacdo de chama (CG-DIC). Um cromatégrafo gasoso da marca Agilent,
modelo HP 6890 Plus, configurado com duas colunas cromatogréficas, em
paralelo, uma coluna polar (HP INNOWAX-20) e outra apolar (HP-5) de
idénticas dimensdes (30 m de comprimento, 0,32 mm de diametro interno e
espessura do filme de 0,25 mm), detectores de ionizacdo de chama (DIC) e
sistema de injecdo automatico e software Chemstation, foi utilizado. Modo do
injetor Split (20:1), temperatura do injetor 250 °C, temperatura do detector 260
°C, hidrogénio como gas de arraste com fluxo de 3,6 m L/min, fluxo do gas de
nitrogénio 30 m L/min, volume de injecdo de 1 pL, para a programacao do forno
tem 120 °C com uma rampa de 3 °C/min até 220 °C, isoterma de 6,67 min,

tempo de analise de 50 min.
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Os ésteres metilicos das amostras foram identificados com auxilio de
padrées comerciais de ésteres (Sigma-Aldrich e Carlo Erba), que foram
injetados nas mesmas condi¢des. A quantificacdo foi realizada pelo método de

normalizacéo de area.

4.4. Tratamento do 6leo para remover constituintes insaponificaveis

Considerando a necessidade de se desenvolver um processo que
permitisse o aproveitamento integral das matérias-primas e seus residuos
(conceito de biorrefinaria) decidiu-se por desenvolver um método que
permitisse separar a fracdo lipidica da fracdo néo lipidica (insaponificavel). O
0leo de andiroba tem um elevado teor de limondides (derivados de triterpenos
altamente oxigenados) que possuem um valor agregado devido as suas
propriedades bioldgicas (anti-inflamatoria e repelente).

Os Oleos obtidos a partir de extragdo por maceracao a frio com hexano,
de cada uma das amostras (6leo nao filtrado e torta residual) foram submetidos
a um processo de separacdo cromatografica para remocdo de constituintes
insaponificaveis. Para realizar essa separacdo utilizou-se uma coluna
cromatografica com fase estacionaria de silica gel com tamanho de particula de
(0,063 — 0,200 mm) e como fase moével as seguintes misturas de solventes:
hexano, seguido de hexano:acetona (8:2) e posteriormente etanol (purga),
sendo coletadas apenas trés fracoes, referentes a cada uma das fases moveis.
Apés andlise da separacdo por cromatografia em camada delgada (CCD) em
fase reversa, eluidas com acetonitrila 100%, utilizando padrdes, verificou-se
que ainda existia a presenca de constituintes polares, como limonoides na
fracdo hexanica.

Assim, outro processo de separagdo cromatografica foi realizado com a
fragdo hexanica com o objetivo de separar esses constituintes. Colunas
cromatograficas com fase estacionaria de resina Diaion-HP20 e fase movel
etanol 100% seguido de hexano 100% foram realizadas. A fracdo hexanica
(fracdo lipidica) obtida a partir desta coluna cromatografica foi utilizada nos
procedimentos posteriores. O fluxograma a seguir, figura 10, mostra 0 processo
de separacao cromatografica para tratamento do 6leo.
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OLEO
Maceragéo a frio
com hexano por 3
dias

Silica de fase normal (0,063-
0,200mm)

Diametro: 15,5 cm

Altura: 9,5 cm

F-1 F-2 F-3
Hexano 100% Hexano:Acetona Etanol 100%
8:2

Resina Diaion-HP20
Diametro: 8 cm

Altura: 40 cm

Volume de solvente: 3 L

F-1.1 F-12
Etanol 100% Hexano 100%

Figura 10: Fluxograma do tratamento das amostras com realizacdo de duas colunas cromatogréficas
sequéncias

4.5. Determinagéo da atividade hidrolitica das enzi  mas

A dosagem de atividade hidrolitica foi baseada na reacéo de hidrélise de
um substrato padréo catalisada pela lipase a ser analisada. Uma unidade de
atividade de hidrélise (UH) foi definida como a quantidade de enzima que
produz 1 pmol de acidos graxos livres por minuto nas condicfes de ensaio
(SOUSA et al., 2010; RIGO et al., 2008). O substrato utilizado foi o 6leo de
andiroba livre de limondides (amostra F-1.2, fluxograma 10) a 5% plv,
emulsionada com uma solucdo de goma arabica 5% (p/v), em tampéo fosfato
de sédio 0,10 M e pH 7,0. Para preparar a emulsdo, adiciona-se a goma
ardbica ao tampao e realiza-se a homogeneizacdo com mixer Black and
Decker. Posteriormente adicionou-se o 6leo previamente pesado a mistura e a
emulsao foi formada pela agitacéo vigorosa com o mixer por 3 min.

Os ensaios foram realizados utilizando 19,0 mL da emulséo e 1,0 mL de
solu¢do enzimatica. Utilizou-se balées de fundo redondo de trés bocas de
100,0 mL em banho termostizado a temperatura constante de 37 °C; e agitacao

a 700 rpm em um agitador mecanico Fisatom, modelo 713D com haste hélice
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basculante (Figura 8). Realizou-se a reacdo por 30 min, posteriormente
interrompeu-se a reacdo através da adicdo de uma solugédo de acetona:etanol
(2:12 v/v) e titulou-se com uma solu¢cdo de hidroxido de sodio 0,05 N
previamente padronizada com um titulador automatico Eppendorf, modelo Top
Buret M, até alcancar o pH 11,0, monitorado num aparelho de pHmetro, da
marca Digmed, modelo DM-20. O célculo para determinar a atividade hidrolitica
€ mostrado na equacao 16. Onde, AH € a atividade hidrolitica em pmol/min.mg,
B é o volume de hidroxido de sddio gasto na titulagdo da amostra (mL), A € o
volume de hidroxido de sodio gasto na titulacdo do branco (mL), N € a
normalidade da solucéo titulante padronizada, m é a massa da enzima (mg) e t
€ o0 tempo da reacdo (min).

(B —A).N.10

AH = ( p—

Equacgéo 16: Atividade Hidrolitica

Figura 11: Sistema reacional adaptado para realizar as reacfes de avaliacéo
da atividade hidrolitica
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4.5.1 Determinacédo da concentracao de proteina

Para determinar a atividade hidrolitica especifica das enzimas, foi
necessario calcular a concentracdo de proteina total presente em cada amostra
de enzima. A quantificacdo de proteina foi realizada utilizando o método de
Bradford com reagente de Comassie Blue (BRADFORD, 1976). Para o preparo
do reagente de Bradford dissolveram-se 25,0 mg de Comassie Brilhant Blue
(BG-250) em 12,5 mL de etanol a 95%, e em seguida adicionaram-se 25,0 mL
de acido fosférico 85%. A solucdo obtida foi avolumada para 250,0 mL com
agua deionizada e em seguida filtrada.

Uma curva de calibragcdo para quantificacdo de proteina foi gerada
utilizando como solugédo-padréo a albumina de soro bovino (BSA) preparada
em tampéao fosfato de sodio salino a 0,1 M e pH 7,0. A partir dessa solucéo-
padrdo prepararam-se cinco diluicbes de concentracfes conhecidas, na faixa
de 0,0313-0,5000 mg/mL (n=5). A proporc¢édo entre a solugdo com proteinas e o
reagente de Bradford foi de 1:10, respectivamente. O tempo de reacdo para
cada concentracdo a ser analisada foi de 5 min, uma aliquota de 100 uL foi
retirada e adicionada na microplaca para analise em leitor de multiplacas UV-
Vis a leitura em absorbéncia foi feita a 630 nm. A analise foi realizada em
triplicata e o ensaio em branco foi realizado utilizando somente tampéo e
reagente de Bradford.

O método de Bradford € baseado na interacdo entre o corante
“Comassie Brilliant Blue” e macromoléculas de proteinas que contém residuos
de amino&cidos de cadeias laterias, principalmente arginina, lisina e histidina
(BRADFORD, 1976). A curva analitica, grafico 1, apresentou coeficiente de
regressdo linear R de 0,9978 o que indica boa linearidade nas faixas de
concentracbes analisadas, sendo possivel entdo determinar a quantidade de

proteinas em cada mg de enzima analisada.
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Quantificacao de proteinas

y = 0,4839x + 0,0066

0,2500 ;
R?=0,9978 _."®

0,1000

Absorc¢do a 630nnm
 J

0,0500
0
o
0,0000
00000 01000 02000  0,3000  0,4000  0,5000  0,6000

Concentragdo mg/mL

Gréfico 1 : Curva de calibracao para quantificagado da quantidade de proteinas em
lipases comerciais

4.5.2. Dosagem de proteinas em lipases

Através da curva de calibracdo (grafico 1) foi possivel determinar a
concentracdo de proteina presente em cada amostra de lipase. Nessa
determinacao foi necessario preparar as lipases na concentracdo de 1 mg/mL
em tampao fosfato de sédio salino pH 7,0 0,1 M. Em seguida foram retirados
100 L dessa solucdo que reagiu por 5 min com 1.000 uL de reagente de
Bradford. Uma aliquota de 100 uL foi retirada apds o fim da reacéo para que a
leitura da absorbancia fosse analisada a 630 nm em UV-Vis microplaca, assim
como descrito na secao anterior. A determinacdo da quantidade de proteinas

foi realizada para 8 lipases comerciais livres em triplicata.
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4.6. Quantificacdo por CCD-VideoScan de acidos grax os livres (AGL) e
triacilglicerideos (TG)

A quantificac@o de &cidos graxos e triglicerideos para avaliar o curso das
reacoes de hidrdlise enzimética foi realizada também pelo método de
quantificacdo por CCD-VideoScan. Diferente do método de titulacdo, pelo
CCD-VideoScan é possivel monitorar tanto a forma¢éo de acidos graxos como
o decaimento da concentragdo de triacilglicerideos pela hidrélise enzimética.

Na analise por CCD, as amostras foram aplicadas sobre uma placa de
CCD de gel de silica 60 Fzs4 da marca Merck com 10 cm de comprimento. O
volume de aplicacao foi de 5 yL para todas as amostras utilizando um capilar
com volume calibrado. As placas foram eluidas em hexano:éter etilico:acido
acético (80:16:4). E importante observar que a CCD consegue separar 0S
lipideos em sub-classes (TG, DG, MG e AGL) todos em spots bem resolvidos
entre si.

Apés a eluicdo, revelou-se com solucdo de acido fosfomolibdico a 20%
em etanol, com aquecimento a 50 °C em chapa elétrica. A documentacao foi
feita no sistema ChromaDoc-It, da marca UVP Ltd, que é um sistema de
digitalizacdo de imagens contendo uma camara de iluminacdo modelo C-75,
equipado com lampadas de UV 254 e 366 nm, além de luz branca todas de
8W. A fotodocumentacéo foi obtida com a camera digital do equipamento, da
marca Canon, modelo DigiCa 125, com resolucdo de 12,1 megapixels, filtro
EtBr (brometo de etidio). Os resultados foram editados no software de
aquisicao e quantificacdo Doc-It LS.

Foi empregado o método de quantificacdo por padrdo externo. Duas
curvas analiticas foram construidas, a fim de observar o curso das reacoes,
tanto a formagdo de AGL como o decaimento de TG nas amostras analisadas.
Os padrdes foram escolhidos com base nas caracteristicas das amostras a
serem quantificadas e na disponibilidade dos mesmos. Foram utilizados
padrdes do acido oleico e da trioleina (Sigma). A partir de uma solucdo-mae de
10,0 mg/mL, foram preparados outras 6, por diluicdes sucessivas na faixa de
10,0 a 0,156 mg/mL (n=7).
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As curvas de calibracdo foram construidas a partir das medidas das
intensidades de emissédo de luz de cada spot versus a concentracdo do padrao

analisado, conforme esquema mostrado a seguir.

Delimitag&o das bandas

Curva de calibracéo

Figura 12: Processo de quantificacdo de acidos graxos por Doc-It - LS

O coeficiente de regressao linear de 0,9967 foi satisfatorio e pode ser
observado no gréfico 2. Sendo possivel entdo calcular a concentracdo de

acidos graxos livres em cada reacao.

Concentracao de AGL

140000
120000 y =11440x + 3208

100000 0k
goooo | e

60000 &

INTENSIDADE

40000
20000 -
>
o0 ®
0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACAO (mg/mL)

Gréfico 2: Curva de calibracdo para quantificacédo de
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O esquema a seguir, mostra o processo de construcdo da curva
analitica que relaciona as intensidades de emissdo de luz para diferentes
concentragdes do padrao de TG, a trioleina pelo software Doc-It LS.

Intensity
0

12127
13180
14824
24035
3788
59453
96334

Delimitacdo das bandas

Figura 13: Processo de quantificacao de triglicerideos por Doc-It - LS

O coeficiente de regressao linear de 0,9922 foi satisfatorio (Grafico 3).

Sendo possivel entéo calcular a concentragéo de triglicerideos.

Concentracdao de TG

120000

100000 y = 8690,5x + 12103

80000

60000 €

40000 .

INTENSIDADE

20000 ~*

0
0 2 4 6 8 10 12
CONCENTRACAO mg/mL

Graéfico 3: Curva de calibracéo para quantificacéo de triglicerideos
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4.6.1. Quantificacdo por CCD-VideoScan de acidos gr axos livres (AGL) e
triacilglicerideos (TG) das reacdes de hidrélise

Para realizar a quantificacdo nas diferentes reacdes de hidrélise e
analisar a conversao realizada pelas lipases, retirou-se uma aliquota de 1,00
mL, durante e/ou no término de cada reacao, e transferiu-se a um frasco tipo
Eppendorf de 2 mL, ao qual adicionou-se o0 mesmo volume de hexano. O
frasco foi agitado num aparelho de Vortex da marca Phoenix e em seguida a
amostra foi centrifugada por 3 min para a separacdo das fases. Retirou-se a
fase superior e ap0s seco, preparou-se uma solucdo na concentracdo de 5

mg/mL. Essas amostras foram analisadas pelo método de CCD-VideoScan.

4.7. Reacdes de hidrolise enzimatica

As reacOes de hidrélise foram realizadas utilizando balées de fundo
redondo de trés bocas de 100,0 mL em banho termostatizado, com regulador
de temperatura, agitador mecéanico modelo 713D Fisatom e haste que possui
hélice basculante adaptada. Apos definir as melhores condicfes reacionais, as
reacoes de hidrdlise foram realizadas em escala maior, em um reator
encamisado de vidro com capacidade de 1 L da Aceglass, com circulacdo de
agua, agitacdo mecanica e regulador de temperatura (Figura 14)

Figura 14: A esquerda: sistema reacional adaptado para realizacdo das
reacBes de hidrélise; a direita: sistema reacional para reacdes em escala
maior.
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4.7.1. Determinacédo do grau de hidrolise

A conversédo realizada pelas lipases foi avaliada pela determinacéo da
quantidade de acidos graxos formados durante as reag¢fes de hidrolise dos
triacilglicerideos. O grau de hidrolise foi calculado utilizando a metodologia
modificada de SOUSA et al., 2010, onde o grau de hidrolise é expresso como o
percentual de &cido graxos obtidos em cada reagdo enzimatica, conforme é
mostrado na equacao 17. Onde, N é a molaridade da soluc¢édo de hidroxido de
sédio padronizada, A é o volume de hidroxido de sddio gasto na titulacdo da
amostra (mL), B € o volume de hidréxido de sodio gasto na titulacdo do branco
(mL), PM é a média do peso molecular dos acidos graxos que constituem o
substrato e m € massa da amostra (Q).

N.(A—-B).PM
10.m
Equacédo 17: Grau de hidrolise

% Hidroélise =

4.8. Planejamento Experimental Composto Central

O Planejamento experimental foi realizado com base em FERREIRA e
TEOFILO 2006 e NETO et al., 2007. Um planejamento experimental estatistico
composto central foi realizado. Através de um levantamento bibliografico, foram
selecionadas as variaveis que mais influenciam no processo de hidrélise, assim
como os valores especificos dos niveis utilizados no planejamento. Foram
escolhidos como parametros para otimizacdo o pH, a temperatura e a
porcentagem de substrato.

Assim, um planejamento 2° com um total de 17 ensaios foi realizado,
sendo eles oito fatoriais, seis pontos axiais e trés pontos centrais. Utilizou-se o
software Statistica versao 7.0 (StatSoft Inc., EUA) para planejar o experimento
e realizar a andlise dos dados. Para cada experimento do item 4.7 foram
adquiridas duas respostas: o grau de hidrolise (item 4.7.1) e a porcentagem
dos constituintes em cada reacao pela quantificacdo por CCD VideoScan (item
4.6), a nivel de comparacdo. O grau de hidrolise foi definido com a variavel

resposta do planejamento composto central.
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Foram calculados os efeitos das variaveis com 0s respectivos erros,
analisando estatisticamente a 95% de limite de confianca (p < 0,05). A andlise
de residuos, que consiste no teste de significancia do ajuste do modelo, foi
baseado na analise de variancia com objetivo de verificar a qualidade do
ajuste, além da andlise do valor do coeficiente de determinacdo (R?), que
fornece a medida da proporcdo de variacdo e no teste F, que avalia se a
analise de regressao foi significativa, assim como a falta de ajuste do modelo.
Por fim, curvas de contorno e superficie de respostas foram geradas através de
metodologia de superficie de resposta e analisadas para definir as faixas
otimas de cada variavel para o processo de hidrdlise.

Outros parametros reacionais que ndo entraram no planejamento
permaneceram 0S mesmos em todos 0s ensaios, devido a experiéncia do
grupo de pesquisa tem estudo realizados anteriormente com uso de hidrélise
enzimatica de gordura de tucuma@ mediada por lipase de Candida rugosa
(CARVALHO, 2014). A agitacdo, o tempo de reacdo, a quantidade de enzima e
de emulsificante foram mantidas constantes em 800 rpm, 2 h, 25 mg e 1%,

respectivamente.

4.9. Esterificacdo dos produtos de hidrélise

As reacdes de esterificacdo foram realizadas utilizando baldes de fundo
redondo de trés bocas de 100,0 mL em banho termostatizado, com regulador
de temperatura, agitador mecanico modelo 713D Fisatom e haste do tipo hélice
basculante adaptada. Partindo de 10 g de acidos graxos, utiliza-se alcool etilico
na razao molar Oleo: alcool 1:6. O catalisador heterogéneo utilizado nas
reacdes de esterificacdo foi o sulfato férrico, na concentragdo 1,5 % em relacéo
a massa de 6leo. A temperatura reacional foi de 70 °C em sistema de refluxo e
agitacao constante por 3 h. Ao final da reacdao, filtrou-se a mistura reacional, a
fim de separar o catalisador. Posteriormente, concentrou-se 0s eésteres
alquilicos (biodiesel), sob vacuo, a 80 °C, para eliminar o excesso de alcool
contido. Em seguida, lavou-se a amostra trés vezes com agua destilada a + 70
°C para retirar residuo de catalisador; centrifugou-se por 25 min. a 20 °C para

remover o volume de agua residual. O rendimento do biodiesel obtido foi
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determinado pela férmula descrita na equacdo 9. Onde, m; corresponde a

massa final de biodiesel e my € a massa de 6leo utilizada no inicio da reacgéo.
m
R = (—f) .100
m0

Equacgéo 18: Rendimento

4.10. Identificacdo do produto das reacOes de ester ificacdo por
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de ma  ssas (CG-EM)

Analisou-se o produto final (biodiesel) de cada reacdo de esterificacdo
por CG-EM, utilizando um cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectrémetro
de massas, marca Thermo Scientific, modelo TRACE-DSQ Il. A separacgéo
cromatografica ocorreu numa coluna polar da Phenomenex (Zebron, ZB-FFAP,
com 60 m de comprimento, 0,25 mm de diametro interno e espessura do filme
de 0,25 um). As condi¢des de analise foram as seguintes: volume de injecéo de
1 pL; modo split 10:1; temperatura do gas do injetor: 250 °C; gas de arraste:
hélio (fluxo de 2,0 mL/min); programacédo: 70 °C, subindo 3 °C/min até 220 °C,
isoterma de 10 min e tempo de analise de 50 min.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto de elétrons (IE) a 70
eV, a temperatura da fonte de ions foi de 200 C, no modo de varredura de
ions com faixa entre 40-650 (m/z). As analises dos espectros de massas
obtidos foram comparados também com os disponiveis nas bibliotecas Adams

e NIST 2.0, disponiveis no equipamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1. Obtencé&o do material e extragdo dos 6leos

Para o residuo do processo de filtragem (Figura 3) foram realizadas trés
extracbes sequenciais com hexano, cada uma durante 3 dias. Um total de
4.370 g de material foi purificado. A primeira extragdo apresentou rendimento
de 31%, a segunda de 12% e a terceira de 9%. Um total de aproximadamente
50% de rendimento desse material pode ser obtido a partir da extracdo com
solvente. Obtendo assim um total de 2.260 g de 6leo. Apesar do baixo
rendimento, as extragdes ndo foram seguidas devido ao tempo e quantidade de
solvente que seria necessario.

Para a torta residual obtida da prensagem mecanica (Figura 3) foram
realizadas apenas duas extracfes sequenciais com hexano, cada uma por 3
dias. Um total de 4.074 g de material foi utilizado. A primeira extracéo
apresentou rendimento de 9%, a segunda de 3%. Um total de
aproximadamente 11% de rendimento desse material pode ser obtido a partir
da extracdo com solvente. Obtendo assim um total de 448 g de 6leo. Esperava-
se um rendimento bem inferior neste caso, por se tratar de uma torta residual.
Contudo verifica-se o grande potencial de extracdo de 6leo residual das tortas
obtidas por prensagem mecanica.

Cada amostra de 0leo foi caracterizada separadamente para se avaliar

diferencas em sua composigao.

5.2. Caracterizacéao fisico-quimica

A tabela 5 mostra os valores obtidos para cada analise fisico-quimica
realizada as duas amostras residuais Para fins de comparagédo, uma amostra
de 6leo de andiroba filtrado e comercializado pela mesma cooperativa (obtido
por prensagem mecanica) também foi submetido as mesmas andlises.
Também para fins de comparacdo, foram inseridos na tabela os dados

limitrofes adotados pela ANVISA para 6leo comestivel de soja refinado.
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Tabela 5: Caracterizacéo fisico-quimica

Caracterizacao fisico-quimica

Oleo de Andiroba

Oleo de soja refinado

Filtrado Prensagem Comercial (ANVISA)
Indice de acidez (mg NaOH/g 6leo) 36,7 £ 0,04 39,6 + 0,03 2,40 £ 0,13 maximo 0,3
Indice de peréxido (meq / Kg de Oleo) 2,89 £ 0,04 19,46 £ 0,14 0,31+ 0,04 maximo 10
Indice de iodo (g 1,/100g de 6leo) 103,50 £+ 0,02 100,30 = 0,06 99,81 + 0,04 120 - 143
Material insaponificavel (%) 1,15+0,11 2,06+ 0,10 0,86 + 0,22 maximo 1,5%
Acidos graxos livres (%) 17,63 £+ 0,02 19,11 £ 0,09 1,34 £ 0,04 *
Densidade (g/mL) 0,880+0,001 0,900+ 0,002 0,900+ 0,007 0,91-0,92

58



O indice de acidez e a porcentagem de &cidos graxos livres estdo
relacionados com a qualidade da matéria-prima, uma vez que refletem o grau
de degradacao de éleos e gorduras. A qualidade da matéria-prima depende da
natureza, o grau de pureza do Oleo, o processamento e as condicfes de
conservacdo (BARRETO e GONZALES, 2008). Dessa forma, tratando-se de
Oleos residuais resultantes de um processo de prensagem mecanica, temos
uma elevada porcentagem de acidos graxos livres nas amostras e
consequentemente um alto indice de acidez, com valores de 17,63 % de acidos
graxos livres e 36,27 mg NaOH/g de 6leo para o residuo da filtragem do 6leo, e
19,63 % de acidos graxos livres e 39,27 mg NaOH/g de 6leo para o 6leo obtido
da torta residual. Os 6leos que possuem acidez elevada possuem menor valor
agregado, ja que ndo sao interessantes para industria alimenticia, de
cosmeéticos e farmacéutica, pois demandariam ser submetidas a um processo
de refino. Por outro lado, 6leos que ndo tem demanda sdo uma alternativa
interessante para producdo de biocombustiveis.

O 6leo de andiroba é constituido também por outros constituintes
quimicos como limonoides, esteroides, triterpenos e cumarinas (PESCE, 2006)
dessa forma a porcentagem de material insaponificavel observada foi de cerca
de 2%, entre os dois residuos. Como descrito no item 4.4, as amostras de 06leo
passaram por um tratamento cromatografico. Assim, apds o tratamento, foram
feitas novas determinacBes de indices de acidez, porcentagem de &cidos
graxos livres e de material insaponificavel. Observou-se, consequentemente,
uma reducdo da porcentagem de material insaponificavel para quase 0% nas
amostras de Oleo dos dois residuos. Assim como valores menores de
porcentagem de acidos graxos livres, de 1,74% e 3,04 NaOH/g de Oleo de
acidez para o residuo de filtragem e 1,71% e 3,27 mg NaOH/g de dOleo de
acidez para o residuo de prensagem.

O indice de iodo indica o grau de insaturacao do 6leo, onde cada ligacao
dupla contida na cadeia de acido graxo ira reagir com o iodo molecular. Assim,
quanto maior o indice de iodo, maior sera o grau de insaturacdo da cadeia
carbdnica da amostra (NEDER e LEAL, 2006). O resultado do indice de iodo
103,5 e 100,3 g 1,/100g de Oleo para o residuo de filtragem e da torta residual,
respectivamente indica a presenca, em sua maioria, de acidos graxos de

cadeias insaturadas e assim exibe um valor aproximado de resisténcia a
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oxidacdo quando comparado ao Oleo de soja (120 a 143 g 1,/100 g) que
apresenta em sua composicdo mais que 80% de cadeias de acidos graxos
insaturados (GUSTONE, 2008).

O indice de peroxido indica o grau de oxidacdo apresentado por Oleos e
gorduras e reflete o grau de degradacéo oxidativa do 6leo (MORETTO e FETT,
1989) para a amostra obtida do residuo de filtragem o valor foi de 2,89 meqg/kg
e para a torta residual de 19,46 meqg/kg. O 6leo da torta residual era mais
degradado e oxidado, que era esperado pelo processo de extracdo adotado
que aquece a matéria-prima a altas temperaturas.

A determinacdo da massa especifica da matéria-prima € realizada
previamente, visto que é tido como parametro comparativo entre o 6leo de
origem e o produto final, no caso o biodiesel. Segundo Resolucdo 14 da
Agéncia Nacional de Petréleo (ANP) de 25/08/2014, a massa especifica do
biodiesel necessariamente deve ser menor que a densidade da matéria-prima
de origem e entre 0,850 e 0,900 g/mL. A massa especifica do 6leo residual de

andiroba, em ambos os casos foi de aproximadamente 0,900 g / mL.

5.3. Caracterizacdo da cadeia graxa por Cromatograf ia Gasosa acoplada
ao Detector de lonizacdo de Chamas (CG-DIC)

A determinacdo da cadeia graxa do 6leo residual de andiroba foi
realizada por cromatografia gasosa acoplada ao detector de ionizacdo de
chamas (CG-DIC). Os padrbes de ésteres metilicos de acidos graxos, foram
injetados nas mesmas condi¢cdes das amostras e 0s cromatogramas foram
comparados para avaliar o tempo de retencdo de cada um dos constituintes.

Os perfis cromatograficos das amostras podem ser observados nas
figuras 15 e 16, onde os cromatogramas provenientes das colunas polar e
apolar sdo apresentados para o residuo de filtragem e para a torta residual.
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Figura 15: Cromatograma andlise por CG-DIC para a amostra do residuo do processo de

filtragem: 1 - Coluna apolar e 2 - Coluna polar.
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Figura 16: Cromatograma analise por CG-DIC para a amostra da torta residual: 1 - Coluna

apolar e 2 - Coluna polar.
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As porcentagens médias de area obtida nas duas colunas, apolar e
polar, estdo na tabela 6. Observa-se que as informacgfes obtidas através da
caracterizagdo fisico-quimica foram confirmadas, as amostras de Oleo séo
majoritariamente constituidas por acidos graxos insaturados e de cadeia longa
(PESCE, 2006).

Tabela 6: Composicéo da cadeia graxa por CG-DIC

Acido graxo Cadeia Residuo de filtragem (%) Torta residual (%)
Palmitico C16:0 25,75 25,99
Palmitoleico Cl6:1 0,36 0,36
Estearico C18:0 7,20 6,88
Oleico C18:1 56,88 58,80
Linoleico C18:2 7,81 7,92
Eicosanoico C20:0 0,94 0,96
3 98,97 99,02

5.4. Tratamento do 6leo

As amostras de 0leo de andiroba apresentaram cerca de 2% de material
insaponificavel, havendo a necessidade de realizar um tratamento prévio para
retirar tais constituintes, que séo o0s limonoides, esteroides dentre outros.
Esses constituintes que ndo formam a composicdo graxa dos Oleos podem
interferir diretamente na eficiéncia das reacbes enzimaticas de hidrolise,
alterando o sitio ativo da enzima (PETERSEN e WOOLLEY, 1994). Além disso,
conforme mencionado anteriormente, os limonoides sdo constituintes quimicos
de alto valor agregado de interesse medicinal e biolégico. Baseado no conceito
de biorrefinaria, a separacao desses constituintes da fracédo lipidica é altamente
desejavel.

A fim de que esses constituintes fossem entdo separados, as amostras
de 6leo, obtida pela filtracdo de residuos e da extracéo da torta residual, foram
purificadas por coluna cromatogréfica, conforme condicbes descritas no item

4.4. e apresentadas na figura 17.
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Fragbes obtidas (1, 2 e 3)
(Residuo de filtragem)

Coluna cromatogréfica

Figura 17: As trés fracbes foram eluidas com: Fracdo 1 — Hexano 100%; Fragdo 2 —
Hexano:Acetona (8:2); Fracdo 3 - Etanol

Para cada amostra de 6leo residual, foram obtidas trés fragbes, onde a
fragcdo hexanica de cada uma delas foi utilizada para empregada nos estudos
de hidrolise enzimatica. Os rendimentos obtidos para cada fracdo podem ser

observados na tabela 7.

Tabela 7: Massa obtida em cada fracdo da separagcédo cromatografica

Residuo de filtragem Torta residual
Material inicial 2.202 g 426 g
Fracdo 1 (Hexano) 1.983¢g 361g
Fracdo 2 (Hex/Acetona 8:2) 149 ¢ 54 ¢
Fracdo 3 (Etanol) 54 ¢ 79

Ao iniciar o procedimento para determinar a atividade hidrolitica de cada
enzima frente ao substrato especifico, como descrito no item 4.5, verificou-se
gue nao era possivel emulsificar o 6leo residual de andiroba. Como esse
processo necessita de uma interface lipideo/agua para que ocorra a interacao
com a enzima e, consequentemente, uma maior taxa de hidrdlise, foi

necessario investigar o motivo.
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Inicialmente, realizou-se tentativas de melhorias no processo de
emulsdo, como aumento da agitacdo, alteracdo de temperatura e ordem de
mistura. N&o foram obtidos resultados satisfatorios. Por outro lado, observou-se
gue a amostra do 6leo de andiroba refinado, comercializado pela cooperativa,
gue passou por um processo de neutralizacdo quimica, a fim de diminuir o
indice de acidez e viabilizar seu uso na industria de cosmeéticos; emulsionava
com facilidade nas condi¢cdes adotadas, diferente das duas amostras de 6leo
residual (residuo de filtragem e torta residual).

Inicialmente foram feitas avaliacbes por CCD em fase normal e reversa,
utilizando padrdes de limonoides (principal constituinte polar do 6éleo de
andiroba), triglicerideos e acidos graxos livres; a fim de verificar a possibilidade
de remover os limonoides via cromatografia em coluna.

Apoés diversas tentativas usando diferentes sistemas de eluicdo, foi
possivel uma melhor visualiza¢do dos trés constituintes acima citados, quando
era usado o solvente acetonitrila (100%) como fase movel em fase reversa
(Figura 18). Observou-se que nas amostras de Oleo residual, os limonoides

estdo presentes nos 0Oleos, enquanto no 6leo refinado ndo, explicando, o fato

de nao ser possivel realizar um boa emulsdo com as duas amostras residuais.

S —

Padrao de

limonoide Auséncia de

limonoides

Figura 18: Placa de CCD de fase reversa, eluida com acetonitrila 100% e revelada com vanilina. 1 —
Padrdo de AGL, 2- Padrdo de Limonoide, 3 — 6leo de Andiroba (antes do processo cromatografico), 4 — dleo
de Andiroba (apos processo cromatografico), 5 — 6leo de Andiroba refinado (processo de neutralizagéo,
baixa acidez).
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A fim de encontrar uma forma eficiente de realizar a separacdo entre
limonoides da fracdo lipidica saponificavel, inUmeros testes cromatograficos
foram realizados. A primeira tentativa consistiu no uso de colunas
cromatograficas com silica de fase normal, utilizando diferentes propor¢cdes
entre hexano:acetona e hexano:acetato como fase movel. Estas condicdes,
entretanto, ndo forneceram a separagédo desejada entre os constituintes, uma
vez que seria necessaria a obtencdo de uma quantidade significativa em
massa de Oleo para realizar os procedimentos posteriores. Assim, testes com
outras fases estacionarias foram realizados. Utilizou-se alumina, celulose e
Diaion-HP20, com diversas fases moveis. Apesar de todas essas condi¢cdes
testadas, nao foi possivel separar os limonoides dos acidos graxos livres.

O resultado mais promissor foi obtido ao utilizar a resina Diaion-HP20,
entre 0os materiais utilizados como fase estacionaria esta resina é o mais
economicamente vidvel e é reutilizavel. Empregando essa fase foi possivel
separar na fragcdo etanolica, acidos graxos livres e limonoides; enquanto que na
fracdo hexanica foram obtidos os trigliceridios (Figura 19). Dentre 0s outros
processos de separacao este foi 0 mais eficiente e pratico para ser realizado
com uma maior quantidade de éleo.

Entretanto, ainda na tentativa de obter um 6leo com as caracteristicas
iniciais com alta porcentagem de acidos graxos livres e consequentemente alto
teor de acidez, sem limonoides testou-se a separacdo via particdo liquido-
liquido, e ainda reacdes de neutralizagdo. Nenhum deles mostrou resultado
satisfatorio, pois ocorria pouca recuperacao dos acidos graxos livres.

Decidiu-se, entdo, realizar colunas cromatograficas com dimensdes
descritas no item 4.4, com a resina Diaion-HP20 como fase estacionaria,
eluidas com etanol 100% seguido de hexano 100%. O 6leo obtido na fragédo
hexanica formou boa emulsdo, sendo utilizado nos estudos de catalise

enzimatica.
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Figura 19: Placa de CCD de fase reversa, eluida com acetonitrila 100%. 1 — Padrdo de TG, 2-
Padrédo de AGL, 3 — 6leo de Andiroba (antes dos processos cromatografico), 4 — Fracdo etandlica, 5
— Fracao hexanica.

Foram realizadas ao todo, 8 colunas cromatogréficas, a resina foi lavada
com acetona em Soxhlet por 2 h, que foi reutilizada;. Para o residuo de
filtragem realizou-se 6 colunas (1,2,3,4,5 e 6) e para a amostra de torta
residual, apenas 2 (7 e 8), devido a quantidade de material. Apds reunido de
todas as fracdes, do residuo de filtragem obteve-se um total de 925,6 g de dleo
e 400 g da fracdo etandlica, e do residuo de prensagem 277 g de 6leo e 109 g
da fracdo etandlica. O esquema a seguir, figura 20, mostra a coluna

cromatografica e as placas de CCD de cada uma das frac@es.
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AGL - Padrao
1,2,3,4,5,6,7 e 8 — FracGes etandlicas

Coluna cromatografica com resina

Diaion HP-20 TG - Padréo
1,2,3,4,5,6,7 e 8 — FragGes hexanicas

Figura 20: Coluna de Diaion HP-20 e placas de CCD fase reversa, eluidas com acetonitrila
100%. FragGes etandlicas e hexanicas das 8 colunas cromatogréficas realizadas com os
oleos provenientes do residuo do processo de filtragem e da torta residual.

As fracdes hexénicas de cada um dos residuos foram reunidas e
geraram apenas duas amostras, essas passaram por novas analises fisico-
guimicas. Conforme o esperado, obteve-se um indice de acidez bem mais
baixo e uma porcentagem de material insaponificavel igual a zero, mostrando
gue todos os limonoides foram removidos do 6leo (item 5.2). Outras analises
cromatograficas em CG-DIC também foram realizadas para confirmar os
resultados. Observou-se que as duas amostras possuiam, apos tratamento, as
mesmas caracteristicas fisico-quimicas e a mesma constituicdo de cadeia
graxa. Apoés essas andlises, essas fracdes foram reunidas, gerando uma uUnica
amostra de Oleo que foi utilizada para realizar os estudos das reacfes de

hidrélise enzimatica.
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5.5. Atividade hidrolitica

A determinacédo da atividade hidrolitica foi realizada utilizando diferentes
lipases, para selecionar aquela com maior atividade frente ao 6leo de andiroba.
Todas as lipases utilizadas foram adquiridas comercialmente. O grau de pureza
dessas enzimas comerciais variou bastante. A maioria das preparacdes
enzimaticas industriais contém além de enzima ativa, estabilizantes, sais
diluentes e residuos associados a etapa de purificacdo (MARIA et al., 2006)
Para permitir a comparacdo entre esses resultados, determinou-se a
quantidade de proteinas totais de cada lipase pelo método de Bradford.

A concentragdo total de proteinas em cada lipase comercial foi
determinada, permitindo realizar o célculo de atividade hidrolitica de cada uma
delas. A tabela 8, mostra a quantidade em mg de proteinas presente em 1 mg

de enzima.

Tabela 8: Quantidade de proteinas nas lipases comerciais

Fonte de lipase mg de proteinas em 1 mg de amostra
Bactéria Pseudomonas fluorescens 0,041 +£0,002
Aspergillus sp. 0,031 +0,007
Mucor miehel 0,172 £0,018
Fungos
Rhizopus arrhizus 0,212 +0,013
Rhizopus niveus 0,104 +0,011
Candida antarctica 0,102 + 0,008
Leveduras Candida rugosa type VII 0,040 = 0,009
Candida rugosa 0,032 +0,003
Pancreas suino 0,038 + 0,008
Animal
Pancreas suino type I 0,092 + 0,006

Uma unidade de atividade hidrolitica (UH) é definida como a quantidade
de enzima capaz de produzir 1 umol de &cidos graxos por min. As condi¢fes
de ensaios (item 4.5) foram determinadas apo0s levantamento bibliogréafico,
além do conhecimento prévio do grupo de pesquisa (CARVALHO, 2014). A
tabela 9 mostra os resultados dos calculos de atividade especifica de cada uma

das enzimas analisadas.
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Tabela 9: Atividade hidrolitica e especifica de cada enzima

Atividade
Fonte de Lipase Atividade hidrolitica (mmol/mg.min) ?Szfrﬁgigz
proteinas)
Candida rugosa 85,05 2.656,25
Candida rugosa VI 1,50 37,5
Candida Antarctica 0,52 5,09
Porcine pancreas 40,83 1074,2
Porcine pancreas Il 1,39 15,10
Rhizopus niveus 14,62 140,57
Rhizopus arrhizus 13,80 65,09
Mucor mieher 2,27 13,19

As lipases de Candida rugosa e pancreas de porco apresentaram
maior atividade em relacdo as demais lipases para o 6leo de andiroba. Varios
fatores podem explicar esse resultado, tais como a estabilidade térmica,
especificidade ao substrato, integridade de todas as estruturas da enzima
(priméria, secundaria, terciaria ou quaternaria) ou perda da atividade, resultante
de processos de purificagéo total ou parcial de uma enzima (MARIA et al.,
2006)

Foi selecionada a lipase comercial Candida rugosa para realizar as
reacBes de hidrélise enzimética posteriores, com 0 objetivo estabelecer as

condi¢cBes otimas de reacao de hidrélise e os melhores rendimentos.

5.6. Planejamento Composto Central

Para otimizar um experimento tem se empregado uma abordagem
envolvendo o planejamento fatorial pela analise de superficies de respostas.
Por essa abordagem € possivel encontrar valores referentes a cada variavel
que irdo produzir a melhor resposta desejada. Essa otimizacao foi baseada no

planejamento composto central.
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Dessa forma, um planejamento composto central 2° foi realizado, com
17 ensaios, 8 fatoriais, 6 axiais e 3 repeticdes no ponto central. As variaveis
analisadas foram pH (X3), temperatura (X2) e porcentagem de substrato (X1).
Os valores dos diferentes niveis foram escolhidos com base no levantamento
bibliografico realizado.

Outros parametros relacionados ao processo permaneceram constantes
em todas as reacOes realizadas que foram o tempo de reacdo 2 h, 5% de
tensoativo (em relacdo ao volume total) e 800 rpm. A quantidade de Candida
rugosa disponivel e empregada nos experimentos foi de 25 mg.

A tabela 10 mostra os valores codificados e n&do codificados de todos os
niveis do planejamento, assim como os valores da variavel resposta, o grau de
hidrolise. O rendimento final de cada reacdo também foi analisado pela
quantificacdo por CCD-VideoScan a nivel de comparagao.

Todas as interpretacdes de dados obtidos no Software Statistica 7.0
foram realizadas de acordo com NETO e colaboradores (2007). As avaliacdes
de significancia dos coeficientes para cada efeito foram realizadas empregando
o teste t (distribuicdo de Student), através do valor “p”. Para que os valores
calculados sejam estatisticamente significativos, o valor de “p” correspondente
deve ser menor que 0,05, ao nivel de significancia de 95 %. Assim, de acordo
com a tabela 11 todos os fatores do modelo linear e quadratico, assim como as
interacdes entre fatores s&o estatisticamente significativos no limite de

confianca de 95%.
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Tabela 10: Matriz de planejamento composto central 2% (X1 - % substrato, X2 — temperatura, X3 — pH)

Ordem Variaveis codificadas Variaveis independentes VariavelDependente Rendimento de AGL
X1 X2 X3 X1 X2 X3 Grau de hidrolise (%) CCD - VideoScan (%)
1 -1 -1 -1 20 35 7,0 41,65 42,10
2 1 -1 -1 60 35 7,0 35,06 36,60
3 -1 1 -1 20 45 7,0 66,80 66,60
4 1 -1 60 45 7,0 42,30 43,20
5 -1 -1 1 20 35 8,0 38,00 38,80
6 1 -1 1 60 35 8,0 30,17 32,50
7 -1 1 1 20 45 8,0 43,68 41,20
8 1 1 1 60 45 8,0 41,39 39,30
9 0 0 0 40 40 7,5 29,00 31,20
10 0 0 0 40 40 7,5 29,26 31,90
11 0 0 0 40 40 7,5 28,65 31,40
12 -1,682 0 0 15 40 7,5 62,21 62,10
13 +1,682 0 0 65 40 7,5 41,10 42,90
14 0 0 -1,682 40 40 6,5 22,35 22,00
15 0 0 +1,682 40 40 8,5 39,65 40,00
16 0 -1,682 0 40 30 7,5 18,34 21,80
17 0 +1,682 0 40 50 7,5 24,30 23,20
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Tabela 11: Valores de significancia dos efeitos e seus coeficientes

Fatores Coeficientes Erro Puro t(2) P Lirr-I?SéZ(;\f. Lir;?%gslf.
Média 28,91877 0,175276 164,9898 0,000037 28,16462 29,67292

Efeitos principais
pH (L) -1,27813 0,153052 -16,7018 0,003566 -1,60739 -0,94886
pH (Q) -1,85288 0,133379 -27,7837 0,001293 -2,13983 -1,56594
% de substrato (L) -6,07618 0,183548 -66,2081 0,000228 -6,47105 -5,68131
% de substrato (Q) 14,77602 0,276010 107,0687 0,000087 14,18224 15,36981
Temperatura (L) 5,39562 0,153052 70,5070 0,000201 5,06636 5,72489
Temperatura (Q) 0,40212 0,133379 6,0297 0,026420 0,11517 0,68906

Interacdes
pH (L) % de substrato (L) 2,62125 0,216449 24,2205 0,001700 2,15560 3,08690
pH (L) por Temperatura (L) -1,93625 0,216449 -17,8911 0,003110 -2,40190 -1,47060
% de substrato (L) por

-1,54625 0,216449 -14,2875 0,004863 -2,01190 -1,08060

Temperatura (L)

*(L) corresponde ao modelo linear e (Q) ao modelo quadratico



O diagrama de Pareto mostra esses dados em forma de gréfico,
apresentando a significancia dos resultados, com 95 % de confiangca. Uma
linha tracejada vermelha estabelece o limite correspondente ao valor de p =
0,05, confirmando os resultados obtidos. As alturas das barras fornecem os
resultados dos efeitos das variaveis e estédo dispostas de modo decrescente, o
calculo dos efeitos lineares e quadraticos indica 0 quanto deve ser grande o
efeito para ter significado estatisticamente.

Assim, de acordo com a figura 21 observa-se que a % de substrato, ou
seja, a razdo massica entre Oleo e tampao tem maior influéncia no grau de
hidrolise. A temperatura também constitui um parametro com grande influéncia

no grau de hidrdlise.

% de substrato(Q) - 107,06

(2)temperatura(L) + ‘70,50695

(3)% de substrato(L) ‘—66,2081

PH(Q) ‘-27,7837

1Lby3L | ‘24,22053

1Lby2L ¢ ‘—17,8911

WpHWL) | ‘-16,7018

2Lby3L | ‘-14,2875

temperatura(Q) ‘ 6,029657

p=,05

Figura 21: Diagrama de pareto

Os coeficientes de regressdo dos fatores e suas interacbes sao

observados na tabela 12.
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Tabela 12: Valores de significancia dos coeficientes de regresséo dos fatores

Fatores Coeficiente de Erro t(2) P -95,% +95,%
regressao Puro Lim. Conf.  Lim. Conf.
Média -493,434 21,75071  -22,6859 0,001937  -587,020 -399,848
Efeitos principais
pH (L) 129,112 4,38409 29,4501 0,001151 110,249 147,975
pH (Q) -7,412 0,26676 -27,7837 0,001293 -8,559 -6,264
% de substrato (L) -460,645 9,61517 -47,9081 0,000435  -502,016 -419,274
% de substrato (Q) 369,401 3,45013  107,0687 0,000087 354,556 384,245
Temperatura (L) 6,220 0,39123 15,8975 0,003933 4,536 7,903
Temperatura (Q) 0,016 0,00267 6,0297 0,026420 0,005 0,028
Interacoes

pH (L) % de substrato (L) 26,212 1,08224 24,2205 0,001700 21,556 30,869
pH (L) por Temperatura (L) -0,774 0,04329  -17,8911 0,003110 -0,961 -0,588
% de substrato (L) por 11,546 0,10822  -14,2875 0,004863 2,012 11,081

Temperatura (L)
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Na tabela de analise de variancia pode ser observada na tabela 13,

dentro do nivel de confian¢a desejado, verificando que a média quadratica da

regressao dividida pela média quadrética residual € de 8,31; e € maior que o

valor tabelado de F;g¢ que é de 3,29. O que indica uma regressao significativa,

uma vez que temos o valor de F¢y > Fap, € também que temos uma faixa de

variagcéo coberta pelos fatores estudados muito pequena e talvez o efeito sobre

a resposta esteja mascarado pela extensdo do erro experimental.

Tabela 13: Valores da analise de variancia (ANOVA)

Fatores Soma Grau de Média Valor Valor
quadratica liberdade quadratica de F de p
pH (L) 26,138 1 26,138 0,003566
pH (Q) 72,330 1 72,330 0,001293
% de substrato (L) 465,804 1 465,804 0,000201
% de substrato (Q) 3,407 1 3,407 0,026420
Temperatura (L) 410,735 1 410,735 0,000228
Temperatura (Q) 1074,148 1 1074,148 0,000087
grbétLr)az/g ‘(]'5 29,993 1 29,993 0,003110
Tenalge(rlé)tgg 0 54,068 1 54,068 0,001700
p(’g)r‘f'ree;“pbesrt;f‘lﬁ?a('(-a) 19,127 1 19,127 0,004863
Regressao (R) 2436,06 9 270,673 8,317
Residuo (r) 227,974 7 32,541
Falta de ajuste (FA) 227,787 5 45,557 486,20 0,002054
Erro Puro (EP) 0,187 2 0,094
Total 2664,034 16
R? 0,91443
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Temos também um valor alto de média quadratica da falta de ajuste
frente a meédia quadratica do erro puro, ou seja, 0 Fcy referente a MQ/MQgp €
maior que o Fp, 0 que indica falta de ajuste no modelo. Significa que nem toda
variacdo em torno da média é explicada pela regressdo, o que pode ser
observado pelo valor do coeficiente de variacdo R? que representa a fracdo da
variacdo que € explicada pela falta de ajuste. Quanto mais préximo de 1 o
valor estiver melhor estar4d o ajuste do modelo, o valor de R®> de 0,9144
significa que 91,44% da variacdo total em torno da média é explicada pela
regressao.

A figura 22, apresenta a distribuicdo dos residuos, onde temos os
valores previstos pelo modelo versus valores observados. De acordo com esse
gréfico, verifica-se que os valores calculados em média estdo proximos da reta
vermelha e os desvios entre eles estdo distribuidos normalmente, sem um

comportamento tendencioso.
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Figura 22: Graéfico de distribuigcdo normal para valores previstos e valores observados
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O gréfico de residuos de dispersao versus os residuos preditos (Figura
23) mostra que os mesmos estdo dispersos aleatoriamente, indicando o
comportamento esperado da distribuicdo de erros, com variancia constante.
Também observamos que nédo existe uma relacdo linear entre as variaveis
explicativas, com a variavel resposta, por meio de tendéncia nos pontos, o que

indica um bom ajuste.
8

Raw Residuals
o
[ele o)

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Predicted Values

Figura 23: Disperséao de residuos

A superficie de resposta define as condicbes mais adequadas que
maximizam o rendimento das rea¢8es de hidrolise, as equacdes z, referente a
yi, € obtida em funcdo dos coeficientes de regressdo e ajustada aos dados
experimentais.

Para cada uma das rela¢cdes entre dois fatores a equacédo e os graficos

de contorno e superficie, sdo apresentados as seguir:
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. Para a relac&o entre pH e temperatura, temos:
Z= -493,43+6,21*y+0,016*y2+129,ll*x-7,4l*x2-1,54*0,4*y+26,21*,4*X-0,77*y*x-125,15

temperatura
N
o

38
36
34
32
30 M > 40
<32
28 ' ' ' ' ' <22
64 66 68 70 72 74 76 78 80 82 84 BOEHN<12
pH - <2
Gréfico 4: Contorno para a relagao entre pH e temperatura
70
60
50
40
S 30 &
g XS SOSSIISIIY
7 ’$:‘::‘::‘:‘ X
P SRS
0 <> ’a“
: SIS
<o'7::s>
5 ° Il > 40
w® o, - <32
<22
B <12
<2

Grafico 5: Superficie para a relacédo entre pH e temperatura
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. Para pH e % de substrato, temos:

Z=-493,43-460,64*y+369,40*y*+129,11*x-7,41*x*-1,54*40*y+26,21*y*x 0,77*40*x+274,51

07 —

0,6

o
3

% de substrato
o
S

Il >0
Il <68
B <58
[J<48
0.1 <38

6,4 6,6 6,8 7,0 72 74 7,6 78 8,0 8,2 8,4 8,6 B <28

pH I <18

02 [

Gréfico 6: Contorno para a relagéo entre pH e % de substrato

3SI0IPI 3P %

> 70
Il <68
B <58
[ 1<48
[CJ<38
B <28
B <18

Gréfico 7: Superficie para a relagao entre pH e % de substrato
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. Para temperatura e % de substrato, temos:
Z=-493,43-460,64*y+369,40*y*+6,21*x+,016*x>-1,54*y*x+26,21*7, 5%y
0,77*7,5*x+551,43

06

0,5
=]
S
1)
S 04
S
X
0,3
M > 2
02 F I <80
<70
<60
<50
0,1 - = <40
28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 B <30

temperatura <20

Grafico 8: Contorno para a relacdo entre Temperatura e % de substrato

Il > 9
Il <80
I <70
[J<e60
[J<50
[ <40
B <30
I <20

Gréfico 9: Superficie para a relagdo entre Temperatura e % de substrato
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A maioria das lipases apresenta uma faixa Otima de atividade e
estabilidade entre pH 6,0 e 8,0 e temperatura 6tima para atividade maxima
entre 40 e 60°C, essas propriedades entretanto podem variar significativamente
dependendo da origem, do método, do substrato utilizado e das condi¢des
gerais de ensaio, tornando dificil a comparacdo apenas com dados disponiveis
na literatura ou fornecidos pelos fabricantes (CRISTOPHER et al., 2014).

De acordo com a analise da metodologia de superficie de resposta, o
grau de hidrdlise aumentou em faixas de pH de 6,5 a 7,5 e temperaturas entre
45 e 50°C, em relacdo a porcentagem de substrato observou-se que as
reacBes apresentam maior rendimento com menos de 15% de dleo.

O oOleo de soja que também possui, uma composicdo de cadeia graxa
com quantidade significativa de acidos graxos insaturados, foi utilizado como
substrato em reacdes de hidrélise enzimatica mediadas com tampé&o em pH 7,0
com Candida rugosa apresentando rendimentos satisfatérios (ADASHI et al,
2013 e NAGESHA et al.,, 2004). Além disso, a Candida rugosa também
apresentou bons rendimentos de hidrdlise quando mediada em tampéao com pH
7,0 — 7,5 com outros substratos, como 6leo de palma (TALUKDER et al, 2010)
e de tucuma (CARVALHO, 2014).

A estabilidade térmica das lipases varia consideravelmente em funcao
da origem, as lipases de origem microbianas sdo as que possuem maior
estabilidade térmica (MESSIAS et al.,, 2011). Observou-se que um maior
rendimento pode ser obtido com reacdes realizas entre 45 e 50°C. A Candida
rugosa apresentou grande estabilidade térmica frente a substratos como 6leo
de babacu, palma e girassol quando as reacbGes foram realizadas com
temperaturas de 35 a 65°C (AL-ZUHAIR et al. 2004 e QUEIROZ et al, 1996).

Observou-se que quanto menor a quantidade de Oleo, dentro das
condicdes estudadas, maior foi o rendimento de reacdo de hidrélise. Reagbes
de hidrélise e gorduras mediadas por lipases de diferentes fontes tém sido
realizadas na presenca de emulsificantes para aumentar a area interfacial
Oleo/dgua que, por sua vez, favorece a atividade catalitica da enzima (TISS et
al., 2002). Dessa forma, uma emulsdo eficiente reflete um maior rendimento
nas reacdes de hidrolise. Quanto maior a quantidade de substrato maior a
agregacdo de gotas de Oleo para formacdo de gotas maiores o que reduz a
area superficial na interface 6leo/agua (McCLEMENTS, WEISS, 2005) Sendo
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necessario, entdo, realizar uma otimizacado da quantidade de tensoativo frente
ao volume de tampé&o e quantidade de substrato.

De acordo com as tendéncias observadas com auxilio da metodologia
de superficie de resposta foi possivel prever o rendimento das reacbes com
valores especificos dos trés parametros analisados, a figura 24 indica o pefrfil
de cada uma das relacdes entre valores previstos e desejados, de acordo com

o0 modelo analisado.

Profiles for Predicted Values and Desirability
pH temperatura % de substrato Desirability

\

100,00

75,867

66,800

42,570
% de hidrélise

‘=)
18,340

0,0000

1,0000 g o B o o

Desirability

6.5 75 85 30, 50, ,15 .65

Figura 24: Perfil das relagdes entre as variaveis em relacao aos valores previstos e 0s
valores observados para a resposta.

Assim algumas simulagcfes foram realizadas, para encontrar os valores
de cada variavel que aumentaria consideravelmente o valor da resposta, o
rendimento de reacgdo (Tabela 14). Observou-se o indicativo de que o aumento
do rendimento seria alcan¢cado com a diminui¢cdo do pH, logo, o pH foi alterado
de 7,5 para 7,0 obtendo entdo 82% de rendimento. Outro indicativo observado
foi o de diminuicdo da % de substrato, diminuindo entdo de 15% para 10%
obteve-se teoricamente, 85% de rendimento. O aumento da temperatura

também indica aumento do rendimento, de 50 T para 55 C observamos 107%
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de rendimento. Considerando que 107% de rendimento para uma reagao
guimica ndo é um valor coerente, os parametros escolhidos para realizar as
reacoes foram: pH 7,0 ; 10% de substrato e 50 C.

Tabela 14: Simulac¢es realizadas para prever o valor do rendimento das rea¢c6es com valores
especificos de cada uma das variaveis.

Fatores 1 2 3 4
Ph 7,5 7,0 7,0 7,0
% de substrato 15% 15% 10% 10%
Temperatura 50 50 50 55
Rendimento predito 75,86 82,44 95,54 107,20
-95% de confianca 73,94 80,25 93,00 103,22
+95% de confianca 77,87 84,63 98,41 111,19

5.6.1. Quantificacéo por video por CCD — VideoScan

Todas as reacdes realizadas foram analisadas por CCD-VideoScan e as
quantificacées foram feitas para determinar o rendimento das reagbes com o
decorrer do tempo. Cada um dos graficos a seguir mostra simultaneamente o
decaimento de TG e a formacdo de AGL. Em comparacdo com o grau de
hidrélise obtido a partir de titulagdo &cido-base, temos uma resposta
complementar e coerente entre os dois procedimentos. Os valores de grau de
hidrolise para cada uma das 17 reacdes realizadas podem ser observados na
tabela 9, referentes aos valores da variavel resposta para o planejamento
composto central. Cada grafico representa, entdo, uma das 17 reacdes

numeradas na mesma tabela.
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Grafico 10: Parametros: 20% de 6leo, 35 T, pH 7,0 Grafico 11: Parametros: 60% de 6leo, 35 C, pH 7,0

Grau de hidroélise: 41,65% Grau de hidrolise: 35,06%



. 100,0 L, 1000 4 g70
w
£ 800 £ 80,0
=) S
= [
£ 60,0 £ 600 68
=z =z
S 40,0 S 40,0 73,2
(S ’ g
8 [%)
S 200 S 200
® =
0,0 0,0 30
0 30 60 90 120
TEMPO TEMPO
—0—AGL —o—TG —0—AGL —o—TG

Gréfico 12: Parametros: 20% de 6leo, 45 C, pH 7,0 Gréfico 13: Parametros: 60% de 6leo, 45 C, pH 7,0

Grau de hidrolise: 66,80% Grau de hidrélise: 42,30%
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Gréfico 14: Parametros: 20% de 6leo, 35 C, pH 8,0 Gréfico 15: Pardmetros: 60% de 6leo, 35 C, pH 8,0
Grau de hidrolise: 38% Grau de hidrolise: 30,17%
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Grafico 16: Parametros: 20% de 6leo, 45 C, pH 8,0
Grau de hidrolise: 43,68%
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Gréfico 18: Parametros: 40% de 6leo, 40 T, pH 7,5
Grau de hidrdlise: 29,00%
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Grafico 20: Parametros: 40% de 6leo, 40 C, pH 7,5
Grau de hidrolise: 28,65%
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Gréfico 17: Parametros: 60% de 6leo, 45 C, pH 8,0
Grau de hidrdlise: 41,39%
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Grafico 19: Parametros: 40% de 6leo, 40 C, pH 7,5
Grau de hidrélise: 29,26%

% DOS CONSTITUINTES

Reagao 12
100,0 96,9
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0
0 30 60 90 120
TEMPO
—0—AGL —e—TG

Gréfico 21: Parametros: 15% de 6leo, 40 C, pH 7,5
Grau de hidrdlise: 62,21%
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Gréfico 22: Parametros: 65% de 6leo, 40 C, pH 7,5
Grau de hidrdlise: 41,10%
Reagdo 15

100,0
(%]
=
z 80,0 7
=
= 60,0 g 7 0,0
2
o 40,0 0,0
(@) , ) 4
& 200 9243
a
=00

0 30 60 90 120
TEMPO
—0—AGL —@—TG

Reagdo 13

Gréfico 24: Parametros: 40% de 6leo, 40 C, pH 8,5
Grau de hidrdlise: 39,65%
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Gréfico 23: Parametros: 40% de 6leo, 40 C, pH 6,5
Grau de hidrdlise: 22,35%
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Gréfico 25: Parametros: 40% de 6leo, 30 C, pH 7,5
Grau de hidrélise: 18,34%
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Grafico 26: Parametros: 40% de 6leo, 50 C, pH 7,5

Grau de hidrélise: 24,40%
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O grafico 27 mostra um resumo dos valores de porcentagem e hidrolise de cada reacdo realizada no planejamento
composto central. As reacdes 3 (20% de 6leo, 45 C, pH 7,0) e 12 (15% de 6leo, 40 C, pH 7,5) apresent aram maior porcentagem
de hidrdlise
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Grafico 27: Comparacao dos rendimentos das reacbes de hidrolise do planejamento CDDR, por grau de hidrélise e
guantificacéo por CCD-VideoScan
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5.7.2. Reagdes em maior escala em reator encamisado

De acordo com o planejamento composto central realizado, os
parametros para uma reacdo com rendimento de aproximadamente 96%,
considerando o limite de confianca em -95%, um rendimento de 93% e em
+95% um rendimento de 98%; os parametros 6timos sao: pH 7,0, 50 °C e 10%
de substrato. Assim com esses parametros definidos, foi realizada uma reagéo

teste. A figura 25, mostra o sistema em que as reacgdes foram realizadas.

Figura 25 : Sistema reacional pra realizacdo das reacdes em uma escala maior.

O perfil da reacdo quantificada por CCD-VideoScan é apresentada no
grafico 28 e foi obtido um rendimento de 93,6%. Por titulagdo, o grau de
hidrolise determinado foi de 94,1%. Os resultados corroboram com o esperado

pelo planejamento estatistico realizado.
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REAGAO DE HIDROLISE COM PARAMETROS DETERMINADOS POR CDDR

100,0

97,6
93,6
89,7
200 82,2
(9]
(NN )
'_
=z
S 60,0
E
= 54,0
5 27,0
Q
»n 40,0
o}
[a)]
®
20,0 73
10,8
6,4
00 ¥ 24
0 30 60 90 120
TEMPO
AGL TG

Gréfico 28: Perfil da reacdo de hidrélise realizada com parametros otimizados pela
metodologia de superficie de resposta, que sdo: 10% de 6leo, 50 T e pH 7,0

Para determinar o real poder catalitico da enzima, outras reacdes foram
realizadas. Uma reacgéo diminuindo o tempo de reacao pela metade, ou seja,
realizada em 1 h. Outra reacdo dobrando a quantidade de enzima, utilizou-se
50 mg, que foi realizada também por 1 h. Todos os outros parametros foram
mantidos invariaveis.

Observou-se que a reacdo com metade do tempo, mas com a mesma
quantidade de enzima, 25 mg, o rendimento foi de 41,54% determinado pelo
calculo do grau de hidrdlise e 40,8% pela quantificacdo por CCD-VideoScan;
Esse valor era esperado, pois corresponde a aproximadamente metade do
rendimento alcangcado em 2 h de reagéo.

Ao dobrar a quantidade de enzima, mas realizando a reacdo em metade
do tempo, foi obtido um rendimento reacional de 92,64% determinado pelo
calculo do grau de hidrolise e 90,7% pela quantificacdo por CCD-VideoScan.
Novamente obteve-se um resultado coerente com o0s obtidos anteriormente,

onde dobrando a quantidade de enzima a velocidade da reacdo também
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dobrou. Esses resultados sdo apresentados nos graficos 29 e 30, que mostram

o perfil de quantificacdo dessas reacoes.

100,0

97,6

80,0
(%]
AN}
=
=
g 60,0 0 59,2
—
[%2]
4
8
«n 40,0 0,0 40,8
o
(@]
X

20,0

0,0 2,4
0 10 20 30 40 50 60 70

TEMPO

—0—AGL —e—TG

Gréfico 29: Perfil da quantificagdo dos constituintes (AGL e TG) da reacéo de hidrolise com

parametros de: pH 7,0, 50°C, 10% de substrato, 1h de reacdo, 25mg de enzima
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Grafico 30: Perfil quantificacdo dos constituintes (AGL e TG) da reacdo de hidrdlise com

parametros de: pH 7,0, 50°C, 10% de substrato, 1h de reacdo, 50mg de enzima



6. Ciclagem da enzima

A fim de verificar a possibilidade de reutilizar a fracdo enzimatica
(tampédo contendo as lipases livres de Candida rugosa) foram realizados
experimentos sequenciais com a mesma fracdo enzimatica. A reacao teve
inicio com as seguintes condicfes: tampao fosfato de sédio pH 7,0; 0,1 M, 10%
de substrato, lipase de Candida rugosa 25 mg, tensoativo 5 %, temperatura
50° C, agitacdo a 800 rpm e 2 h de reagcdo. Foram realizadas cinco reacdes
consecutivas, apos cada ciclo, a mistura reacional foi extraida com hexano por
particdo liquido-liquido, onde a fase organica concentrada e analisada para
obter a concentracdo de AGL, enquanto que a fase aquosa contendo glicerol e
a lipase foi transferida novamente ao reator sem nenhum pré-tratamento. Ao
final de cada reacédo, uma aliquota do produto final foi titulada para obter o grau
de hidrdlise, assim como a quantificacdo por CCD-VideoScan.

O rendimento ao longo de dois ciclos apresentou conversdo de
aproximadamente 92%. A partir do terceiro ciclo observou-se um decaimento
no rendimento da reacao.

As lipases extraidas de microrganismos permitem utilizar condi¢cdes
reacionais mais agressivas, possibilitando maiores conversdes. As lipases de
origem microbiana sdo altamente termoestdveis e vantajosas em aplicagfes
biotecnolégicas, uma vez que pode ser produzido com baixo custo e
apresentam melhor estabilidade em tempos longos de reacdo e suportam
temperaturas elevadas em processos biologicos (HASSAN et al., 2006;
SAXENA et al., 2003).

Além disso, a lipase pode ser estabilizada através da manutencdo da
concentracdo de glicerol na fase aquosa ao longo da hidrélise de 6leos ou
gorduras. Portanto, o glicerol, subproduto pode ter um efeito positivo sobre a
reciclagem da lipase de Candida rugosa (TALUKDER et al., 2010; REIS et al.,
2009). Assim, foi possivel empregar a fracdo enzimatica em dois ciclos
reacionais mantendo-se o rendimento da reacao.

As reacdes com varios ciclos apresentaram, em geral, resultados
satisfatérios associado a economicidade no processo e excelentes conversoes.
De acordo com trabalho anterior do grupo de pesquisa (CARVALHO, 2014),
esperava-se que a atividade enzimatica permanecesse inalterada por mais

ciclos. Observou-se um decaimento do rendimento a partir do segundo ciclo,
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talvez pela utilizacdo de solvente organico (hexano) para extrair os acidos
graxos no final de cada processo. Nao se evaporou o hexano residual na
fracdo enzimatica, ap0s a particdo. O solvente pode ter influéncia no meio
reacional interferindo no comportamento da enzima dentro do processo
enzimatico, diminuindo seu poder catalitico, uma vez que a enzima possui suas
atividades cataliticas dentro de um sistema aquoso e a presenca do hexano
poderia alterar a estrutura 3D da enzima e consequentemente a sua atividade
catalitica.

O grafico 31, mostra a porcentagem dos constituintes (AGL e TG) de
cada ciclo mostrando o rendimento total das reacdes, por CCD-VideoScan. O
gréfico 32, mostra o valor do célculo do grau de hidrélise de cada ciclo. Foi

possivel observar que as informacdes sao coerentes e complementares.
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Gréfico 31: Rendimento dos cinco ciclos reacionais de hidrélise realizadas com Candida
rugosa, pela quantificacdo dos constituintes (AGL e TG) por CCD-VideoScan.
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Grafico 32: Rendimento dos cinco ciclos reacionais de hidrélise realizadas com Candida rugosa
pelo célculo de grau de hidrolise.

7. Sintese de biodiesel por catalise heterogénea co  m produto de hidrélise
enzimética do Oleo residual de andiroba por  Candida rugosa.

Apos definir as melhores condic¢des hidroliticas, a sintese de biodiesel foi
realizada com os produtos da hidrélise obtidos nas reacfes realizadas em
maior escala (reator encamisado de vidro) com a lipase de Candida rugosa.
As condi¢cbes empregadas foram as mesmas definidas por Carvalho em 2014:
temperatura reacional de 70° C, 1,5% de sulfato férrico Fey(SQO4)3 € propor¢cao
AGL: alcool 1:6. Foi utilizado tanto o metanol como o etanol hidratado para
avaliar a producéo de biodiesel tanto pela via metilica como etilica.

A tabela 14 mostra o rendimento e a densidade dos biodieseis obtidos. A
nivel de comparacdo a densidade do 6leo de andiroba é de 0,89 g/cm?.
Segundo a resolucdo ANP 14/2012, o biodiesel deve ter densidade entre 0,85-
0,90 g/cm®, e a densidade do biodiesel necessariamente deve ser menor que a
densidade da matéria-prima de origem.
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Tabela 15: Densidade e rendimento obtido dos biodieseis obtidos

Biodiesel etilico Biodiesel metilico
Massa especifica (g/cm?®) 0,857 £ 0,005 0,862 £ 0,007
Rendimento (%) 86,45% 91,36%

Os rendimentos observados foram bem proximos, assim como a

qualidade do biodiesel, baseado na andlise da massa especifica.

7.1 Identificacdo do produto final de esterificacdo por Cromatografia
Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

As amostras do produto final de esterificacdo foram analisadas por
cromatografia gasosa acoplada com espectrometria de massas (CG-EM) para
confirmar a formacdo de biodiesel metilico e principalmente etilico. A
determinacdo da composicdo de cada amostra foi possivel através das
andlises dos espectros de massas e a consulta a biblioteca disponivel.

As amostras de biodiesel foram analisadas e assim foram gerados
espectros de massas correspondentes as fragmentacbes de cada pico
identificado no cromatograma de ions totais, que podem ser observados nos
anexos deste trabalho.

Os cromatogramas gerados para as duas amostras, biodiesel etilico e

metilico, de ions totais gerados podem ser observados nas figuras 26 e 27.
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Figura 26: Cromatograma de ions totais para amostra de biodiesel etilico
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Figura 27: Cromatograma de ions totais para amostra de biodiesel metilico

As substancias correspondentes a cada pico dos cromatogramas de
ions totais para as amostras de biodiesel metilico e etilico estdo relacionadas
nas tabelas 16 e 17, respectivamente.

Os espectros de massas para biodiesel apresentam picos referentes ao
ion formado através de um rearranjo de McLafferty, para ésteres metilicos: m/z
74 e para ésteres etilicos: m/z 88, neste tipo de rearranjo um atomo de
hidrogénio presente no carbono y é transferido para o cation radicalar da
carbonila através de um estado de transicdo de seis membros, em seguida
ocorre a clivagem homolitica da ligagdo sigma dos carbonos a e B, que ira
gerar um novo cétion radicalar. A proposta de fragmentagcédo para esses dois

fragmentos, estdo apresentados na figura 28.
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Figura 28: Esquema de fragmentacdo por EM por impacto eletrdnico de ésteres metilicos e

etilicos
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A amostra etilica constituiu em uma mistura de ésteres etilicos (C16:0;
C18:1; C18:0). Os espectros correspondentes a cada pico do cromatograma

podem ser observados nas figuras as seguir:

Tabela 16: Substancias identificadas por CG-EM para amostra de biodiesel etilico

Pico tr (Min) Substancias Massa Biblioteca
Molar

1 36,45 Hexadecanoato de etila 284 g/mol NIST 2.0

2 41,56 9-Octadecenoato de etila 310 g/mol NIST 2.0

3 42,41 Octadecanoato de etila 312 g/mol NIST 2.0
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Figura 29: Pico 1 — Hexadecanoato de etila (C16:0)
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Figura 30: Pico 2 - 9-Octadecenoato de etila — (C18:1)
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A amostra metilica constituiu em uma mistura de ésteres metilicos

(C16:0; C18:2; C18:1; C18:0).

Tabela 17: Substancias identificadas por CG-EM para amostra de biodiesel metilico

Pico tr Substancias Massa Biblioteca
(min) Molar

1 34,28 Hexadecanoato de metila 270 g/mol  NIST 2.0

2 39,35 9 — Octadecenoato de metila 296 g/mol  NIST 2.0

3 39,57 9,12-Octadecadienoato de metila 294 g/mol  NIST 2.0

4 40,43 Octadecanoato de metila 298 g/mol  NIST 2.0

Os espectros de massas dos picos identificados sédo apresentados nas

figuras a seguir:
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Figura 33: Pico 2 — 9,12 - Octadecadienoato de metila
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Figura 34: Pico 3 — 9 — Octadecenoato de metila
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Figura 34: Pico 4 - Octadecanoato de metila
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A reacdo com metanol foi um pouco mais eficiente com rendimento
superior com etanol. E possivel observar um pico de conversdo de FAME
C18:2, que ndo aparece no cromatograma da amostra de ésteres etilicos.
Entretanto, a reacdo com etanol apresenta um resultado bem proximo que foi
considerado satisfatério, com rendimento de 86%, tendo em vista que foi
realizada com etanol 92GL.

Atualmente a maioria do biodiesel produzido no mundo ocorre através
da via metilica, ou seja, o biodiesel produzido mundialmente nédo é totalmente
de fonte renovavel (GULDHE et al., 2015). Isso ocorre principalmente devido as
barreiras tecnolégicas que a via etilica imp&e, principalmente para a produgéo
de biodiesel pela catalise basica homogénea, que é o principal processo
adotado até o momento. Porém, a utilizacdo de etanol em vez de metanol além
de ser ambientalmente mais interessante, ja que o etanol é produzido a partir
de recursos renovaveis; também possui menor toxicidade, quando comparado
ao metanol. Além disso, o emprego de etanol favoreceria a economia nacional,
ja que o Brasil € um dos maiores produtores de etanol do mundo (KUSS et al.,
2015).

Os resultados aqui apresentados e em trabalhos anteriores do nosso
grupo de pesquisa (CARVALHO, 2014) demonstram a viabilidade técnica de se
empregar o processo de hidrolise enzimética via lipase de Candida rugosa,

seguido de esterificacdo por catalise heterogénea com sulfato férrico.
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6. Concluséao

A andiroba, Carapa guianensis Aubl. € a oleaginosa mais explorada na
regido Amazébnica, e uma grande quantidade de residuos sédo gerados por
cooperativas extrativistas anualmente. Foi demonstrado que a torta residual da
producdo de o6leo de andiroba pelo processo de prensagem mecanica,
apresenta um potencial grande para a producéo de éleo.

Apesar da baixa qualidade desse 6leo, que ndo séo interessantes para
as industrias cosmética e farmacéutica, podem ser utilizados para producao de
biocombustiveis, dentre um conceito de biorrefinaria.

Nesse sentido, foi demonstrado que é possivel separar desse 06leo
residual de andiroba por processos cromatograficos e por processos de
neutralizac&o, seus limonoides que constituem um elevado valor agregado por
suas propriedades medicinal e cosmética.

A fracao lipidica, livre de limonoides, foi entdo convertida pelo processo
de hidrélise seguido de esterificagdo, que é um processo alternativo a
transesterificacdo por catalise basica homogénea. Apés triagem de lipases
comerciais, foi selecionada a lipase Candida rugosa. Apds a realizacdo do
planejamento estatistico composto central e analise de superficie de resposta,
foi possivel estabelecer a melhor condicdo catalitica da enzima com poucos
experimentos. As condi¢des foram 10% de 6leo (substrato), tampao fosfato de
sédio pH 7,0, 0,1 M, a 50° C, realizadas com 25 mg de enzima, 5% de goma
arabica (emulsificante), agitacdo a 800 rpm, por 2 horas de reacdo. Foi
alcancado um rendimento de 95%. Experimentos em maior escala confirmaram
as condicdes reacionais.

A partir dos produtos hidrolisados obtidos, foram feitas as reacfes de
esterificacdo etilica e metilica pela catalise heterogénea com sulfato férrico.
Observou-se um bom rendimento em teor de ésteres, de 86% e 91% de
biodiesel etilico e metilico, respectivamente. O biodiesel etilico apresentou um
rendimento satisfatorio, esse resultado foi considerado bastante promissor ja
gue nédo existem processos a via etilica, principalmente com etanol hidratado.

O processo de hidrdlise enzimética com lipase de Candida rugosa
seguido de esterificacdo por catalise heterogénea com sulfato férrico é um

processo bastante interessante para as fontes oleaginosas da Amazonia.
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