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RESUMO - Este trabalho tem como objetivo estudar novas alternativas para producéo
de ésteres via hidroesterificacdo enzimatica de dleo de fritura em banho de ultrassom,
por meio de duas etapas, hidrolise enzimatica em modo batelada seguida de
esterificacdo dos &cidos graxos em reator em modo continuo. Para a reacdo de
hidrélise utilizou-se a seguinte condicdo: razdo molar 1:9 (6leo/dgua), 132 W de
poténcia ultrassénica, 40 °C, agitacdo mecanica de 300 rpm e Lipozyme TL IM. Para
as reacgOes de esterificacdo utilizou-se como substratos acidos graxos gerados pela
hidrolise da etapa anterior nas condicdes: razdo molar 1:6 (acido graxo/ etanol), 132
W, 65 °C vazdo de alimentacdo de substrato de 2,5 mL/min, Novozym 435 e
Lipozyme TL IM. O sistema experimental utilizado neste trabalho consiste num reator
de vidro, empacotado e submerso em um banho de ultrassom. A acidez das amostras
foi quantificada pelo método IUPAC 2.201, através de titulagio com KOH 0,1M.
Foram obtidas conversdes maximas em ésteres etilicos de 91% para Novozym 435, e
apenas 45 % para a Lipozyme TL. Estes resultados demonstram que a Novozym 435
apresentou melhor potencial para sintese de ésteres etilicos.

1. INTRODUCAO

O uso da tecnologia enzimética vem ganhando cada vez mais espaco, de um lado devido
as vantagens que apresenta frente aos processos convencionais, € de outro devido ao
desenvolvimento de novas tecnologias que possibilitam a obtencdo de enzimas de diversas
fontes com um custo reduzido. (Castro et al., 2004).

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

A hidroesterificagdo € um processo que envolve uma etapa de hidrolise seguida de uma
etapa de esterificagdo. A hidrolise consiste em uma reacdo quimica entre a gordura ou o 6leo
com a agua, gerando-se glicerina e acidos graxos. Apos a hidrdlise, a glicerina é removida e
os acidos graxos gerados sdo entdo esterificados com um alcool que “neutraliza” a acidez
presente, gerando ésteres de elevada pureza. Na reacdo tambem se obtém, como subproduto, a
agua, que pode retornar para o processo de hidrolise (Encarnacéo, 2008).
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Na busca por novas técnicas que possam melhorar o rendimento de processos
industriais, a tecnologia que emprega ultrassom vem se mostrando como uma alternativa
promissora devido aos beneficios que pode promover. Alguns estudos relatam que o0 uso de
ultrassom possibilita a formacdo de emulsdes mesmo sem a presenca de substancias
surfactantes, devido a ocorréncia de fenbmenos no meio que promovem uma efetiva agitacédo
e dispersdo de fases em sistemas heterogéneos. (Kwiatkowska et al., 2011; Chandralapa et
al.,2012).

As matérias-primas utilizadas na maioria dos processos de producdo de ésteres
(Biodiesel) séo derivadas de triacilglicerdis de Oleos vegetais comestiveis (Canakci e Sanli,
(2008)). No entanto, estes Gleos sdo relativamente caros, € uma vez que a matéria-prima na
sintese do biodiesel corresponde a 50-85 % do total dos custos de producéo, é desejavel a
utilizacdo de materiais de partida de baixo custo, a fim de aumentar a competitividade
comercial do biodiesel (Chen et al., 2009 e Halim et al., 2009). Matérias-primas de baixo
valor incluem gordura animal e 6leo residual de origem doméstica, industrial ou comercial
isto justifica o uso do 6leo de fritura utilizado neste trabalho. O etanol foi selecionado como o
alcool, porque é menos toxico do que o metanol e é disponivel em abundéncia no Brasil.

Levando-se em consideracdo a importancia do estudo dessa nova tecnologia, com base
nos aspectos expostos anteriormente, este trabalho visa estudar novas alternativas para
producdo de ésteres via hidroesterificacdo enzimética de Oleo de fritura em banho de
ultrassom, por meio de duas etapas, hidrolise enzimatica em modo batelada seguida de
esterificacdo dos acidos graxos em reator em modo continuo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Especificacdo dos materiais

As lipases utilizadas para este trabalho foram as lipases comerciais imobilizadas
Lipozyme TL IM e Novozym 435 adquirida da Novozymes Brasil. Como substratos para a
hidrolise enzimatica foi utilizado agua destilada e 6leo de fritura recolhidas de restaurantes
locais. Como substratos para esterificacdo foi utilizado o &cido graxo gerado da etapa de
hidrolise do 6leo de fritura (AGF); alcool etilico (Merck, 99,9 % de pureza). Solvente n-
hexano foi utilizado na filtracdo do 6leo hidrolisado para remoc¢do da enzima na hidrdlise.
Para a determinacdo do indice de acidez das amostras (A (% m)) foram utilizados, hidroxido
de potéssio (Vetec); etanol: éter etilico (1:1 v/v) (95 % de pureza, Vetec); fenolftaleina
(Nuclear).

2.2 Procedimento experimental

Na figura 2 esta apresentada o esquema do processo de hidroesterificagéo.
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Processo de hidroesterificagdo
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Figura 1 - Esquema simplificado de producdo de ésteres por hidroesterificacao.

2.2.1 Hidrolise enzimatica em modo batelada

Na etapa de hidrdlise obteremos o hidrolisado do dleo de fritura (AGF). O aparato
experimental utilizado para os experimentos era constituido de um banho de ultrassom
(modelo USC 1800A, UNIQUE - frequéncia de 40 kW e poténcia maxima de 132 W), onde
foram acoplados, em sua cuba, um agitador mecénico (agitador mecanico modelo RW 20 D,
IKA) e o recipiente onde aconteceram as reacdes, conforme mostram a Figura 2.

Agitador
mecanico

Reacao

Banhode
ultrassom

Figura 2 - Aparato experimental utilizado para hidrélise modo batelada.

As reagOes de hidrolise enzimatica do dleo de fritura no modo batelada foram
conduzidas em um erlenmeyer de 50 mL. Para cada experimento, eram pesados 21,8 gramas
de oleo e aproximadamente 4,05 gramas de agua destilada (razdo 1:9 molar) e a quantidade
adicionada de enzima 1% (m/m) eram calculadas sobre a massa total dos substratos. A
mistura reacional era deixada sob agitacdo mecéanica de 300 rpm em banho de ultrassom
durante 2 horas de reacdo. As reacdes de hidrolise foram conduzidas em 100 % da poténcia do
ultrassom (132 W) e temperatura de 40 °C. Percorrido o tempo reacional a amostra foi filtrada
para separacdo da enzima com n- hexano, o n- hexano foi removido por destilacdo a vacuo e
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medido o indice de acidez. Este hidrolisado (&cidos graxos do o6leo de fritura) foi utilizado
como substrato para a reacdo de esterificagéo.

2.2.2 Esterificacdo enzimatica em reator continuo

Nesta etapa serd esterificado o &cido graxo do 6leo de fritura gerado na etapa de
hidrolise com etanol obtendo ésteres etilicos. O aparato experimental utilizado nesta etapa do
trabalho consiste num reator de vidro com 13 mm de didmetro interno, comprimento de 171
mm e volume de 29 mL empacotado com a lipase, submerso em um banho de ultrassom
(Unique UltraSonicCleaner, modelo: USC-1800A, frequéncia de 40 KHz, poténcia de 132
W), alimentado com a mistura reacional de acido graxo Oleo fritura hidrolisado (AGF) na
etapa anterior e alcool etilico (substrato), com uso de aproximadamente 9,7 g de lipase. A
Figura 3 abaixo apresenta o aparato experimental utilizado neste trabalho.

Figura 3 — Aparato experimental utilizado para a producédo de biodiesel enzimatico por
esterificacdo em modo continuo e banho de ultrassom.

O procedimento experimental consistiu primeiramente no empacotamento do reator
com a enzima e apds acoplou-se o reator ao sistema reacional e imergiu-o no banho de
ultrassom ja acondicionado na temperatura (65 °C) e poténcia (100 %), iniciou-se 0
bombeamento continuo dos substratos da carga acida (AGF) e alcool etilico, previamente
homogeneizado sob a mesma agitacdo durante a reacdo, por um agitador mecanico (modelo
RW 20 D, IKA) inserido no frasco contendo a mistura reacional, a uma dada razdo molar
(AGF:éalcool) e vazdo volumétrica de alimentacdo do substrato (2,5 mL/min), até o completo
preenchimento do sistema reacional, usando uma bomba peristaltica MARLOW 323. A
bomba é utilizada para deslocar a mistura reacional para a zona de reacdo e manter a pressao
do sistema. Todos os célculos para se chegar ao tempo de residéncia foram calculados de
acordo com Dalla Rosa, (2009).0 célculo do volume do reator foi realizado através de seu
didmetro interno e comprimento utilizado. A porosidade do leito foi determinada adicionando
0 coOmputo da porosidade interna da enzima. Neste caso, a porosidade do leito deve considerar
0 volume do soluto (enzimas) que ocupa o leito do reator e 0 volume de poros da enzima,
como mostra a seguinte equagéo:

Vs —Vp
gL:l_( v )
R

1)
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Onde:

g, € porosidade do leito;

Vs é 0 volume ocupado pelas enzimas no leito do reator;

VR é 0 volume do leito do reator;

Vp € 0 volume de poros das enzimas que ocupam o leito do reator.

Para o célculo do volume de soluto (VS) obteve-se as seguintes informac6es: nimero de
unidades de enzima em determinada massa (realizado manualmente) e diametro medio das
particulas da enzima (calculado pela média da observagdo do resultado de anélise de MEV -
Microscopia Eletronica de Varredura). O volume de poros (VP) foi entdo multiplicado pela
massa da amostra de enzima empacotada no leito do reator. Neste caso, foi adotado como
valor de volume de poros VP igual ao dado pela ficha técnica do fabricante da enzima (0,5
mL/g). O tempo de residéncia é dado pela equagéo 2.

_ &L*VR
v =28 )

Onde:

T é tempo de residéncia;
g;, € porosidade do leito;
Vx € o volume do leito;
q é vazdo.

Apo6s a mistura reacional percorrer toda a extensdo do reator, a coleta das amostras foi
realizada em frascos de amostragem (previamente pesados) apds decorrido um tempo de
residéncia da mistura na zona reacional. Em seguida, procedia-se a analise por titulacdo da
quantificacdo dos ésteres etilicos.

3. Conversado dos acidos graxos de 6leo de fritura em ésteres obtidos por
meio de reacgdo de esterificacao

A técnica da titulacdo foi realizada de acordo com a IUPAC 2.201 0 AOCS Cd 3d - 63 e
consiste na determinacao da acidez do meio, devido a presenca dos acidos graxos livres. Estes
acidos sdo capazes de reagir com a solucdo de hidréxido de potéssio e o resultado obtido é
expresso em mg KOH por (g) de amostra e normalmente a acidez titulavel corresponde ao
dobro do percentual do acido correspondente da amostra. Este procedimento é realizado com
a pesagem de uma aliquota de + 2 g de amostra em um erlenmeyer de 300 mL. Em seguida,
adiciona-se 50 mL de uma solucdo etanol: éter etilico (v/v), homogeneizado e a esta,
adiciona-se 3 gotas de indicador fenolftaleina 1 % para indicar o ponto de viragem (mudanca
de cor) na titulagcdo com solucdo de KOH 0,1 N. A amostra ndo necessita de tratamento prévio
por esta técnica, sendo esta, diretamente coletada do reator para ser analisada, sem
necessidade de secagem para evaporacdo da dgua ou do excesso de solvente. O indice de
acidez é determinado pela Equacdo 3.

A= 56,1xXVkogXMgoH (3)

Mamostra
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Onde:
A ¢ indice de acidez (mg KOH/q);
56,1 é o0 equivalente grama do KOH,;
Vkon € 0 volume de KOH gasto na titulacéo (L);
M kon € molaridade do KOH usado na titulagdo (mol/L);
M amostra € @ massa de amostra utilizada para titular (g).

Para determinar a o percentual de conversdo do &cido graxo vegetal é necessario
determinar a acidez da solugéo alimentada no reator. Determinando-se a acidez inicial e final
(apds a reacdo) é possivel determinar a conversdo de acidos graxos, que esta diretamente
relacionada com o teor em ésteres da mistura. O célculo para conversdo dos acidos graxos é
apresentado na Equacéo 4.

X (%) = (A"‘Af) x 100 (4)

A

A € indice de acidez inicial;
A é indice de acidez final.

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

4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Na figura 4 apresenta-se a variagdo da conversdo em funcdo do tempo da reacdo de
hidroesterificacdo enzimatica do 6leo de fritura, livre se solvente organico utilizando a
tecnologia de ultrassom. O hidrolisado do dleo de fritura apresentou indice de acidez inicial
(A de 55,43 mg KOH/qg.
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Figura 4 - Variacdo da conversdao em funcdo do tempo da reacéo de hidroesterificagdo enzimatica em

banho de ultrassom livre de solvente, em duas etapas hidrdlise em modo batelada seguida por esterificacdo

em reator continuo. CondicOes Hidrolise: Raz&o molar (6leo de fritura/ 4gua) 1:9, 40 °C, poténcia
ultrassonica de 100 %, agitacdo mecanica 300 rpm e 1% (m/m) lipase Lipozyme TL IM . Condicdes

Esterificacdo: Razdo molar (carga acida/etanol) 1:6, vazdo de alimentacdo de substrato 2,5 mL/min, 65 °C,

poténcia ultrassdnica de 100 % e lipase Novozym 345 imobilizada e Lipozyme TL IM.

Na Figura 4 pode-se observa as conversdes em esteres etilicos através da
hidroesterificacdo enzimatica de Oleo de fritura. Foi comparada duas diferentes lipases
(esterificacdo) a fim de minimizar os custos de lipases. A Novozym 435 apresentou
conversdes maximas em eésteres etilicos em torno de 91 % enquanto a Lipozyme TL IM
obteve apenas de 45 % ambas a partir dos 12 min de reacdo. Estes resultados demonstram que
a Novozym 435 apresentou melhor potencial para sintese de ésteres etilicos. Soares et. al.,
(2013) estudaram a hidroesterificacdo para producdo de ésteres etilicos onde hidrolisaram
borra 4cida de 6leo de soja utilizando agua supercritica (razdo molar borra acida/ 4gua (1:1))
em temperatura de 250 °C e 60 atm, obtendo conversdes de 95 % em 1h e apds esterificaram o
acido graxo obtido com sélidos fermentados da lipase B. cepacia, na temperatura 50 °C, razdo
molar acido graxo/ etanol (1:3) obtendo conversdes de 93 % em 31h de reacao.

Trabalhos como de De Souza et al., (2010); Talukder et al., (2010) e Calvalcanti-
Oliveira et al., (2010) estudaram a producdo de ésteres metilicos por hidroesterificacdo onde
realizaram hidrdlise enzimatica e esterificacdo quimica. Adachi et al., (2013) hidrolisou 6leo
de soja e oOleo de palma utilizando lipase de Candida rugosa, na 30 a 50 °C em frascos
agitados (1L, 150 rpm) e apos esterificou os acidos graxos obtidos com lipase Aspergillus
Oryzae recombinante em temperatura de 30 °C e frascos agitados (150 rpm), na raz&o molar
metanol/ &cido graxo (1,5:1) obtendo conversGes em ésteres metilicos entorno de 90 a 93 %
em 10 h de reacdo.

5. CONCLUSOES

Em vista ao desenvolvimento de novas técnicas que possibilitem a producdo de ésteres
por hidroesterificacdo enziméatico em ultrassom livre de solventes € um dos primeiros
trabalhos utilizando tecnologia do ultrassom, ressaltando importancia da continuidade desta
pesquisa. Foram obtidas conversdes maximas em ésteres etilicos de 91 % para Novozym 435,
e apenas 45 % para a Lipozyme TL. Estes resultados demonstram que a Novozym 435
apresentou melhor potencial para sintese de ésteres etilicos.
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