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RESUMO — O presente trabalho teve como objetivo avaliar a aplicagéo de lipases
na sintese de biodiesel a partir de 6leo vegetal residual. Inicialmente, o éleo foi
submetido a diferentes pré-tratamentos, a saber in natura (somente filtrado, IN),
degomado (D) e degomado e desumidificado (DD). Em seguida, conduziu-se a
reacdo de transesterificacédo, variando-se a fragdo de enzima no meio reacional, a
proporcao Oleo:etanol e a presenca ou auséncia de hexano (solvente organico) no
meio reacional para cada pré-tratamento. O tempo e a temperatura de reacao
foram mantidos constantes para os trés grupos de 6leo. Uma metodologia analitica
convencional foi empregada nestes testes iniciais para triagem da melhor condicéao
para obtencao de biodiesel em substituicdo a analise cromatogréafica por questdes
de reducdo de custo analitico. Os resultados obtidos até 0 momento demonstraram
que o pré-tratamento dos 6leos, ndo foi eficiente para reduzir o indice de acidez, o
que poderia favorecer a atuacdo da enzima. Em relagdo ao efeito das variaveis no
rendimento de biodiesel, os resultados indicam que maior quantidade de enzima e
auséncia de hexano no meio reacional propiciaram maiores rendimentos, mas
novos testes deverdo ser realizados para confirmacao estatistica do efeito dessas
variaveis. Os testes de qualidade do biodiesel obtido demonstraram que 0 mesmo
ndo se enquadrou em alguns parametros analisados estabelecidos pela legislacéo.

1. INTRODUCAO

Nas décadas de 30 e 40, 6leos vegetais eram utilizados em motores em caso de falta de
combustiveis derivados do petrdleo. No entanto, seu uso direto era insatisfatério devido aos
seus elevados indices de acidez e a deposi¢cdo de compostos de carbono. Haja vista a limitagédo
das reservas de combustiveis fosseis e 0 agravamento do aquecimento global devido a
emissdo excessiva de gases do efeito estufa, os combustiveis alternativos vém se destacando,
dentre os quais o biodiesel aparece como exemplo de energia renovavel e sustentavel.

O biodiesel é definido como o derivado mono-alquil-éster de acidos graxos de cadeia
longa, proveniente de fontes renovaveis como 6leos vegetais, gorduras animais e até mesmo
o0leo de cozinha usado (HU et al., 2004). Além de sua matéria-prima ser alvo de pesquisas, ha
também a busca pelo desenvolvimento de derivados de 6leos vegetais que se aproximem das
caracteristicas dos derivados do petroleo, sobretudo em termos de compatibilidade energética.
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Em linhas gerais, o processo de obtencdo do biodiesel consiste em reacOes de
transesterificacdo de triacilglicerdis presentes em dleos vegetais com metanol ou etanol na
presenca de catalisadores. O uso de etanol (derivado da cana de agucar e atdxico) ao invés do
metanol (derivado do petroleo e toxico) associado a catalise enzimatica (empregando lipase
obtida por fermentacédo sélida) ao invés da catélise quimica de 6leo de cozinha usado ao invés
de dleos virgens mostra-se como uma das rotas mais amigaveis, do ponto de vista ambiental,
para se produzir biodiesel, uma vez que propicia uma cadeia de producdo suprida por insumos
renovaveis e rejeitos agroindustriais em todas as suas etapas.

Neste contexto, o objetivo geral do presente projeto de iniciacdo cientifica é utilizar
lipases para obtencédo de biodiesel a partir de dleo de cozinha usado, visando seu uso futuro
nos maquinarios agricolas da fazenda Lagoa do Sino da UFSCar. Os objetivos especificos do
projeto incluem reutilizar 6leo de cozinha gerado pela comunidade universitaria da UFSCar
campus Lagoa do Sino; realizar a transesterificacdo do éleo empregando etanol e enzima
lipolitica oriunda do cultivo de fungo em estado sélido; efetuar analises fisico-quimicas para
avaliar a qualidade do biodiesel produzido.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Oleo de cozinha residual e pré-tratamentos

Amostras de 6leo vegetal usado foram coletadas junto a comunidade académica do
campus Lagoa do Sino da UFSCar e foram homogeneizadas para obtencdo de uma amostra
representativa. O 6leo de cozinha usado, substrato para a obtencdo do biodiesel, foi submetido
as reacOes de transesterificacdao de trés formas: (i) in natura (IN), tendo passado somente por
filtracdo, (ii) degomado (D) e (iii) degomado e desumidificado (DD).

A filtracdo foi conduzida sob vacuo e objetivou remover os residuos de alimentos
presentes no Oleo de fritura residual. A degomagem do O6leo foi realizada em banho
termostatico com agitador, adicionando-se 3 % em volume de &gua no 6leo sob agitacdo
constante de 300 rpm por 20 minutos. A separacdo do 6leo degomado da goma (fosfatideos
solubilizados em agua) foi conduzida em funil de separacdo, deixando-se decantar por 24 h
(MORAIS et al., 2007).

Todas as amostras de dleo foram analisadas quanto a acidez, que foi determinada
através de método titulométrico, medindo-se a quantidade de hidréxido de potassio (KOH) 1
M necesséria para neutralizar 1 g de dleo. Tais analises foram realizadas em triplicata.

2.2 Reac0es de transesterificacéo para obtencéo de biodiesel

As reacOes de transesterificacdo para sintese de biodiesel foram realizadas em frascos
de 50 mL em uma incubadora com agitador orbital a 120 rpm. As variaveis independentes nos
primeiros ensaios de obtencdo de biodiesel foram as seguintes: razdo Oleo:etanol, a
concentracdo de extrato enzimatico liofilizado (produzido pelo fungo termofilico Rhizomucor
pusillus) e a presenca ou auséncia de solvente organico (hexano). A variavel resposta foi o
volume de biodiesel obtido. Os niveis dos fatores foram os seguintes: razdo 6leo:alcool 3:1 e
3:2, razéo oleo:hexano 3:0 e 3:1 e fracdo maéssica de enzima 0,33 e 0,17 % m/v. Todos 0s
ensaios foram realizados em duplicata, tanto para 6leo in natura quanto para o 6leo degomado
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e degomado e desumidificado. Nestes primeiros testes, o tempo e a temperatura de reacédo
foram fixos em, respectivamente, 24 horas e 50 °C.

Apos a reacdo de transesterificacdo, o volume de biodiesel obtido foi quantificado de
acordo com a metodologia descrita por Geris et al. (2007), que consiste na transferéncia da
mistura reacional para um funil de separacdo para a decantacdo e separacdo das fases: fase
superior, contendo biodiesel, e fase inferior, composta de glicerol, sabdes, enzimas, alcool e
hexano. O tempo de espera para separagdo das fases foi de 24 horas. Ap6s o tempo de espera,
recolheu-se a fase inferior numa proveta para medir-se o volume obtido, bem como a fase
superior. Em seguida, voltou-se a fase superior (contendo o biodiesel) para o funil de
separacdo, para realizar a lavagem e a desumidificacdo do biocombustivel, o que foi feito em
trés etapas, a saber: lavagem inicial com o mesmo volume de solucdo aquosa de acido
cloridrico a 0,5 % (v/v), deixando-se em repouso por 30 minutos; segunda lavagem com o
mesmo volume de solucdo saturada de NaCl, deixando-se em repouso por 30 minutos; e
lavagem final com o mesmo volume de agua destilada, deixando-se em repouso por mais 30
minutos. Por fim, para remocdo dos tragos de umidade, o biodiesel foi filtrado utilizando-se
sulfato de sodio anidro e transferido para uma proveta para medi¢do do volume final, sendo
que o biodiesel apresentou-se como um liquido limpido de cor amarela.

2.3 Analises fisico-quimicas do biodiesel obtido

O biodiesel obtido na condicéo de reacdo que propiciou maior rendimento em volume
foi submetido a algumas analises fisico-quimicas basicas para avaliagdo de sua qualidade e de
seu potencial para uso em maquinarios agricolas do campus Lagoa do Sino da UFSCar.

Foi determinada a massa especifica do biodiesel a 20 °C através da relacdo massa por
volume. Para determinacdo da corrosividade do biodiesel ao cobre, utilizou-se um pedaco de
fio de cobre polido, que foi submerso no biocombustivel por 3 horas a 50 °C, apds o que foi
lavado e comparado a um pedaco de fio virgem para avaliacdo do grau de corrosdo. A
determinacdo dos residuos de carbono foi feita por meio de evaporacdo e queima da amostra,
seguidas da pesagem do residuo. A concentracdo de contaminantes inorganicos foi avaliada
com base no teor de cinzas sulfatadas, que foram determinadas por queima da amostra na
presenca de acido sulfurico. O indice de acidez da amostra foi determinado por titulacdo com
solucdo de KOH 1M, tendo fenolftaleina como indicador. Os parametros de qualidade
determinados foram comparados aos padrées estabelecidos pela legislacdo brasileira.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Pré-tratamento

Na Tabela 1 estdo apresentados os resultados referentes a acidez dos 6leos in natura
(IN), degomado (D) e degomado e desumidificado (DD).

Tabela 1 — Acidez dos 6leos IN, D e DD.

Amostra In Natura (IN) Degomado (D) Degomado e desumidificado (DD)

Acidez (mg 19,2 (£ 2,7) 14,1 (x0,9) 18,7 (= 0,2)
KOH/qg)
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A partir da Tabela 1 é possivel observar que os pré-tratamentos realizados nao foram
eficientes em reduzir a acidez do 6leo vegetal residual. O 6leo de fritura naturalmente
apresenta alto valor de acidez, uma vez que as altas temperaturas do processo e 0 contato com
a agua proveniente do alimento favorecem a decomposi¢éo dos triacilglicerois. Dentre os pré-
tratamentos, a degomagem foi a que apresentou melhores resultados, j& que acidez reduziu de
19,2 para 14,1 mg KOH/g.

Altos indices de acidez tém um efeito bastante negativo sobre a qualidade do o6leo, a
ponto de torna-lo impréprio até mesmo para fins carburantes. E recomendavel que 6leos
destinados a producédo de biodiesel apresentem indices de acidez inferiores a 1 %, para que 0
combustivel obtido ndo venha a causar danos ao motor, tais como acgdo corrosiva sobre 0s
componentes metalicos das tubulaces e da carcaca (VIEIRA et al., 2009). Além disso, a
acidez dos 0leos pode catalisar reacdes intermoleculares dos triacilglicerois, ao mesmo tempo
em que afeta a estabilidade térmica do combustivel na camara de combust&o.

Apesar da elevada acidez, os 6leos foram submetidos a reacdo de transesterificacdo

com o intuito de avaliar se as lipases seriam capazes de originar ésteres monoalquilicos a
partir dos &cidos graxos livres.

3.2 Efeito das variaveis analisadas sobre o rendimento de biodiesel

Na Tabela 2 estdo apresentados os resultados dos ensaios de transesterificacdo dos
6leos in natura (IN) e degomado (D) para 24 horas de reacdo a 50 °C. Nao foi detectada
producdo de biodiesel a partir do 6leo degomado e desumidificado (DD).

Tabela 2 — Resultados dos testes de transesterificacdo para obtencao de biodiesel.

In natura (IN)*

Ensaio  Oleo FEtanol Hexano Enzima Fragdo saponificavel  Biodiesel Biodiesel
(mL)  (mL) (mL) (9) (mL) bruto (mL)  puro (mL)

1 18 6 6 0,1 10,0 15,0 35

2 18 12 0 0,1 4,8 15,2 9,9

3 18 6 6 0,05 ND**

4 18 12 0 0,05 ND**

Degomado (D)*

Ensaio Oleo  Etanol Hexano Enzima Fracdo Biodiesel Biodiesel

(mL) (mL) (mL) 9 saponificavel bruto (mL)  puro (mL)
(mL)

1 18 6 6 0,1 ND**

2 18 12 0 0,1 ND**

3 18 6 6 0,05 ND**

4 18 12 0 0,05 3,0 14,0 11,0

* Média; ** Nao detectado.

Embora para a maioria dos testes ndo tenha sido possivel detectar a producdo de
biodiesel através da metodologia analitica empregada, algumas condicdes experimentais
resultaram rendimentos razoaveis de biocombustivel, com destaque para o obtido a partir de
oleo submetido a degomagem. Observou-se que o Oleo in natura levou a obtencdo de
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biodiesel mais impuro, uma vez que o seu volume reduziu drasticamente apds as lavagens. Os
rendimentos observados foram de 12 a 37 % (v/v), valores estes que, embora ndo sejam téo
expressivos quanto os relatados na literatura de catalise quimica (TAMALAMPUDI et al.,
2008; HAMA et al., 2006; BAN et al., 2001), sdo interessantes, considerando que a via
enzimaética é mais ambientalmente amigavel por ndo usar produtos quimicos toxicos.

A temperatura é outra variavel que tem uma interferéncia direta na reacdo de obtencdo
do biodiesel, sendo um fator que vem sendo estudado, pois 0 aumento da temperatura da
reacdo diminui a viscosidade de Oleos e resulta em maiores taxas de conversao de ésteres
monoalquilicos. Entretanto, valores de temperatura acima do nivel 6timo diminuem o
rendimento da sintese de biodiesel, acelerando as reacdes de saponificacdo dos triacilglicerois
e a evaporagdo do alcool reagente, além de afetar a estabilidade do biocatalisador enzimatico,
podendo causar a desnaturacdo da enzima. No entanto, considerando a termoestabilidade da
enzima produzida pelo fungo termofilico Rhizomucor pusillus, acredita-se que a temperatura
ideal de reacdo seja igual ou maior que 50 °C, ndo devendo ter sido a alta temperatura o fator
responsavel pela ndo deteccdo da sintese de biodiesel na maioria das condi¢Bes experimentais,
com destaque para o 6leo DD.

Acredita-se que a ndo deteccdo da sintese de biodiesel esteja associada a dois fatores
experimentais principais: o tipo de incubadora e a metodologia empregada. Com relacéo a
incubadora, que consiste numa camara termostatica de frascos agitados com circulagdo
forcada de ar quente, pode ter ocorrido que alcool e hexano tenham evaporado muito
rapidamente, a ponto de a reacdo de transesterificacdo ter apenas se iniciado no meio
reacional. Em relacdo a metodologia, percebeu-se que maior tempo de decantacdo e
centrifugacdo das amostras ajudou na separacdo de fases, mas o método é subjetivo e ndo
permite afirmar se houve ou ndo a formacéo de ésteres etilicos em maior ou menor propor¢éao
em cada condi¢do, o que poderia ser determinado mediante analises cromatograficas, a serem
realizadas nas etapas seguintes do projeto.

3.3 Parametros de qualidade do biodiesel obtido

Na Tabela 3, estdo apresentados os resultados dos parametros de qualidade do
biodiesel obtido na reacdo de transesterificacdo que proporcionou maior rendimento, que,
como supracitado, foi a partir do 6leo degomado, na auséncia de hexano, razéo 6leo:élcool 3:2
e teor de enzima 0,17 % (m/v).

Tabela 3 — Parametros de qualidade do biodiesel obtido.

Parametro Valor Valor de referéncia
obtido (legislacéo)
Densidade (kg/m?) 869,6 800 a 900
Residuo de carbono (%) 0,01 0,05
Corroséo do cobre (grau) 5 1
Cinzas sulfatadas (%) 0,13 0,020
indice de acidez do biodiesel (mgkor/g) 2,34 0,50

A partir dos resultados € possivel observar que o biodiesel se enquadrou nos limites
propostos pela legislacdo quanto & densidade e residuo de carbono. Por outro lado, o biodiesel
obtido demonstrou uma grande corrosao ao fio de cobre, o que ja era esperado dado o alto
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indice de acidez do o6leo residual de fritura. Adicionalmente, o teor maximo de cinzas
sulfatadas em biodiesel é de 0,020 % (m/m), estabelecido pela norma EN 14214. No entanto,
o resultado obtido para essa analise passou 0,11 % do permitido por lei, o que pode ter sido
decorrente do uso de um pedaco de algoddo comum para se tampar o frasco utilizado na
reacdo. E por fim, a acidez do biodiesel obtido foi superior ao limite estabelecido pela
legislacdo, uma vez que a matéria-prima ja apresentava altos valores para este parametro.
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