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RESUMO

NASCIMENTO, Rafaella Ferreira. Fracionamento e Transesterificacdo do Oleo
Acido de Macatba para Producdo Sustentavel de Biodiesel. Orientadora: Suely Pereira
Freitas. (Rio de Janeiro: UFRJ/EQ, 2013). Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia de

Processos Quimicos e Bioquimicos).

O uso de lipase como catalisador na producdo de biodiesel é uma alternativa para
minimizar o0s impactos ambientais associados aos métodos convencionais. A
transesterificacdo enzimatica ocorre em condi¢cBes brandas de temperatura e reduz,
consideravelmente, a formacdo de subprodutos indesejaveis. O objetivo do presente trabalho
foi a obtencdo de biodiesel via catalise enzimatica utilizando como matéria prima o etanol e a
fracdo leve do Oleo acido de macaudba, fracionado a seco. Oleos vegetais de diversas
oleaginosas tém sido testados com sucesso para producéo de biodiesel. A macauba possui um
grande potencial a ser explorado, uma vez que possui um alto teor de éleo na polpa (60 a
70%, em base seca) e na castanha (40 a 50%, em base seca) além de sua elevada
produtividade. O 6leo, apds fracionamento natural, foi caracterizado obtendo-se os valores de
6,7 mg KOH.g™? e 22% para indice de acidez e umidade, respectivamente. Por cromatografia
gasosa 0s cidos graxos majoritarios foram os acidos oléico (60,81%) e palmitico (18,92%).
A escolha das varidveis para compor o planejamento estatistico baseou-se em dados
experimentais da autora, reportados na literatura em um estudo prévio. Foram selecionados 0s
seguintes parametros: concentracdo de catalisador, razdo etanol:6leo (m/m), temperatura e
umidade. A conversdo de &cidos graxos livres em ésteres etilicos usando-se uma enzima
comercial, Novozymes 435, foi determinada usando um método colorimétrico enzimatico. As
condigdes reacionais que alcancaram maior conversao foram: 10% de catalisador, 3:1 razdo
molar etanol:6leo, 50 'C e 5% de umidade. A alta conversdo obtida com o catalisador
enzimatico (aproximadamente 96%) indica que o uso do mesmo pode ser tornar muito
promissor. O biodiesel foi submetido as analises para avaliacdo das suas propriedades fisico-
quimicas incluindo indice de acidez, umidade, indice de saponificagdo, viscosidade
cinematica, indice de iodo e glicerol livre de forma a avaliar se 0 produto obtido atende as
especificacfes estabelecidas pela Agéncia Nacional de Petrdleo, Gas Natural e

Biocombustiveis — ANP. Para efeitos comparativos, tanto o 6leo acido quanto seu respectivo
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biodiesel apresentaram caracteristicas similares as reportadas na literatura. O biodiesel bruto
obtido pode ser refinado pelas técnicas usuais para atender os indices estabelecidos pela ANP.

Palavras-chave: 0Oleo de macauba, transesterificacdo, ésteres etilicos, catalise

enzimatica.



ABSTRACT

NASCIMENTO, Rafaella Ferreira. Transesterification and Fractionation of Oil
Acid Macauba for Sustainable Production of Biodiesel. Advisor: Suely Pereira Freitas.
(Rio de Janeiro: UFRJ/EQ, 2013). Dissertation Master of Science (M.Sc.).

The use of lipase as a catalyst in the production of biodiesel is an alternative to
minimize the environmental impacts associated with conventional methods. The
transesterification occurs under mild conditions of temperature and considerably reduces the
formation of undesirable byproducts. The aim of this work was to obtain biodiesel via
enzymatic catalysis using ethanol and the light fraction of dry-fractionated macauba acid oil
as raw materials. Vegetable oils from other oil crops have been successfully tested for
biodiesel production. Macauba fruit has a great potential to be explored, since it has high oil
content in the pulp (60-70% dry basis) and in the nut (40-50% dry basis) in addition to its
high productivity. Raw oil was characterized and the values of 6.7 mg KOH.g™ and 22% for
acid number and humidity, respectively, were reached. The major fatty acids identified by gas
chromatography are oleic (60.81%) and palmitic acid (18.92%). A statistic design was
proposed and selected parameters were based on literature reported data. The following
parameters were selected: catalyst concentration, ethanol/oil ratio (w/w), temperature and
humidity. The conversion was determined using an enzymatic colorimetric method. The
operational conditions for higher conversion were: 5%, catalyst 3:1, ethanol/oil ratio (w/w)
50°C, and 5% moisture. The high conversion obtained for the enzymatic catalyst
(approximately 96%) indicates that its use is very promising. The biodiesel was subjected to
analysis for evaluation of their physicochemical properties including acid value, moisture,
saponification number, kinematic viscosity, iodine value and free glycerol in order to verify
that the product obtained meets specifications established by the Petroleum National Agency,
Natural Gas and Biofuels - ANP.

Keywords: macauba oil, transesterification, ethyl esters, enzymatic catalysis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 3.1 Emisséo de CO; no uso da energia no Brasil.. ... 19
Figura 3.2 Participacdo de renovaveis na Matriz Energética. ............coovereivrieneinencnsesenns 20

Figura 3.3 Evolucdo anual da producdo, da demanda compulsoria e da capacidade nominal

autorizada pela ANP NO PaAIS.. ..ooveiiiieiie et 21
Figura 3.4 Aquisi¢des das matérias primas oriundas da agricultura familiar... .........c..cc....... 22
Figura 3.5 Reducdo dos principais gases POIUEBNTES. .........coeveiiriiinenineseeeee e 23

Figura 3.6 Palmeira de macatba com cachos carregados do fruto (a). Fruto de macadba inteiro
(esquerda) e fracionado (direita) (D). ....cccooeiiieiiiie e 28
Figura 3.7 Mapa de regies que possuem maior ocorréncia no Brasil. ..........cccccocevinninnnns 29
Figura 3.8 Diagrama de blocos do processo industrial para producdo de éleo de macauba via

PrENSAGEIM CONTINUAL. ..eiveeiveeiieiieesteeie e et et este et e e e et e e este e e e seesbeeteeseesteesbesneesreesseennesreeneens 33
Figura 3.9 Espinhos da palmeira de macalba. ............cccoooveieeiiiiiieiic e 34
Figura 3.10 Armazenamento dos frutos apos coleta. na Empresa Paradigma. .. ..........cccooue.ee. 34
Figura 3.11 Sementes e mudas do projeto de alteracdo genética da macauba. ....................... 36

Figura 3.12 Mapeamento do numero de artigos cientificos e revisdo publicados a
representacdo dos 15 paises que mais publicaram documentos cientificos sobre uso de lipases
em Oleos e gorduras. O Brasil é classificado como o 12° pais nesse conjunto. Os dados foram
obtidos pela pesquisa na base de dados Web of Science ®, contemplando artigos e revisoes
sobre uso de enzimas lipoliticas no periodo de 1945 a 2012, utilizando os seguintes termos no
campo de assunto (topic) em inglés: (lipase OR enzymatic-cataliz*) AND (oils OR fat OR
lipid), resultando em 14.344 reQISIIOS. .....ccveiiiieieeiie ettt sra e 42
Figura 3.13 Perfil de evolugdo do numero de artigos cientificos sobre catélise enzimatica de
oOleos e gorduras. Os dados foram obtidos pela pesquisa na base de dados Web of Science ®,
contemplando artigos e revisfes sobre uso de enzimas lipoliticas no periodo de 1945 a 2012,
utilizando os seguintes termos no campo de assunto (topic) em inglés: (lipase OR enzymatic-
cataliz*) AND (oils OR fat OR lipid), resultando em 14.344 regiStros. ........ccccevvrrververeeseenn. 42
Figura 3.14 Etapas do processo de hidroesterificacdo. (a) Hidrélise dos triacilglicerois e; (b)
esterificagdo dos &cidos graxos. R representa grupamentos alquila. O etanol foi utilizado
como exemplo de agente de eSterifiCagao.. .......cocovvueiieiiiii i 45

Figura 3.15 Esquema da transesterificacdo de um triglicerideo genéerico com metanol. ......... 46



Xi

Figura 3.16  Artigos cientificos publicados desde 0s anos 2000. ..........ccccovrerererererieienenns 49
Figura 3.17 Resultados preliminares em que (a) é Gréafico de Pareto de 3 parametros

avaliados para obtencéo de biodiesel de macauba e (b) Grafico da conversdo versus tempo.. 50

Figura4.1 Processo de fracionamento do 6leo acido de macauba. ...........ccccccevveveiieinennnne 53
Figura 4.2 llustragdo do reGmetro usado na determinagéo da viscosidade. ............c.ccocvrvrnnnnns 56
Figura4.3 Diagrama de blocos do processo de obtencéo de biodiesel ..o 58
Figura4.4 Reator PARR Instruments usado para o processo de hidroesterificacéo ............ 59
Figura4.5 ReacOes enzimaticas para formacdo de SOIUGAO CEreja .......oevvvvvvevverviivesnennnns 60
Figura4.6 Diagrama de blocos das etapas para reuso das eNzimas...........cccceererererenennnns 63

Figura 5.1 Fases leve e sélida do 6leo &cido de macauba(a) e distribuicdo percentual da
massa do fracionNameNto(D).........cccuiuiiieiice e 66
Figura 5.2 PosicBes nas cadeias dos acidos graxos mais suscetiveis a oxidagao. .................... 69
Figura 5.3 Etapas da sintese de biodiesel, onde: (a) Sistema reacional no shaker; (b) Enzimas
no funil de Buchner apds etapa de lavagem e (c) Etapa de separacdo e purificagdo do
DIOTIESEL. ...t ettt nr ettt re s 69

Figura 5.4 Grafico de Pareto relativo aos efeitos dos parametros independentes bem como a

INEEFAGAD ENTIE BIES ... bbbt b e bbb 72
Figura 5.5 : Superficie de resposta da temperatura e teor de 4gua..........ccceevrerereienerieenenns 72
Figura 5.6 : Valores estimados versus valores obServados .............ccoceveeerieinnenenenesesenieas 73
Figura 5.7 Efeito da umidade na conversao do 6leo acido de macaiba em biodiesel.............. 74

Figura 5.8 : Efeito da temperatura na conversdo do 6leo &cido de macauba em biodiesel. ..... 74
Figura 5.9 : Efeito da razdo molar na conversao do 6leo &cido de macauba de biodiesel. ...... 75
Figura 5.10 : Efeito da concentracdo de na conversdo do Oleo acido de macalba de
o T0 0 LTSl ST TRPRTSTR 76
Figura 5.11 Aspecto visual do biodiesel obtido via hidroesterificacdo &cida (a,b) e via
transesterificagdo enzZiMAtiCa (C,d). ....voveierierierie e 78
Figura 5.12 Resultados de conversdo apos 12 ciclos de reutilizacdo da enzima imobilizada.

As barras verticais representam o desvio padrdo em cada medida............ccccovvevieiiiiiie e, 79



Xii

LISTA DE TABELAS
Tabela 3.1 Produtividade algumas oleaginosas em L/ha. ........cccccoovviiiieiiinnienenie e 30
Tabela 3.2 Composicdo de acidos graxos da semente, polpa e améndoa de macaduba. ......... 31

Tabela 3.3 Comparacdo das tecnologias enzimatica e quimica (alcalina e &cida) para
ProduGao de DIOTIESEL.. ......oviiiiii e 38
Tabela 4.1 Caracteristicas Fisico-quimicas determinadas para fase leve do 6leo acido de
LYo UU] o - USROS P TURURPRPRN 54
Tabela 4.2 Planejamento fatorial, composto central, para otimizacdo do processo de
conversdo de 6leo de macatba em steres etiliCoS. .......ccvvveviiiiiiiiicecee e 61
Tabela 4.3 Matriz de planejamento fatorial 24 para as reacdes de transesterificacdo
T g P14 LA o PSSO P PR PRR 62
Tabela 5.1 Valores de indice de acidez reportados na literatura para o éleo de macaiba.....67
Tabela 5.2 Composicdo em percentual de acidos graxos majoritarios do 6leo acido de
T Yo LU o - OSSPSR 68

Tabela 5.3 Planejamento fatorial 2* do biodiesel enzimatico da fracéo leve do 6leo 4cido de

LYo UU] o - PSSR P SRR 72
Tabela 5.4 Conversao de biodiesel por hidroesterifiCacan ..........cccevvveveeveivieiecce e 77
Tabela 5.5 Perfil graxo do biodiesel de macalba...........ccccceveieieiiiiciececeeee e 80
Tabela 5.6 Parametros fisico-quimicos do biodiesel obtido...........ccoovierviiiieieieeee 81

Tabela 5.7 Valores da Viscosidade Cinematica a 20 € 400 C. ....oooeveeeeeeeeeeeeeee e 82



AGL

ANP
AOAC
AOCS
ASTM
CG
CGEE
EMBRAPA
IBGE
MDA
MME
OCDE
PEN
PNPB
REN 21
SCS
SEAPA
TG
URV

LISTA DE ABREVIATURAS

Acidos Graxos Livres

Agéncia Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis
Association of Official Analytical Chemists

American Oil Chemist's Society

American Society for Testing and Materials

Cromatografia gasosa

Centro de Gestdo e Estudos Estratégicos

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Ministério do Desenvolvimento Agrario

Ministério de Minas e Energia

Organizacao de Cooperacéo e de Desenvolvimento Econémico
Plano Nacional de Energia

Programa Nacional de Producéo e Uso de Biodiesel
Renewable Energy Policy Network

Selo de Combustivel Social

Secretaria de Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento de Minas Gerais

Triglicerideo

Universidade Federal de Vigosa

Xiii



Xiv

SUMARIO

INEFOTUGED ...ttt n bbbt 15
ODJBLIVOS ...ttt e et e et e e raeae e rn 17
ReVISA0 BIDHOGIAfiCa ........covviiiiiiie e 18
3.1 Matriz Energetica BraSileira .........cccccveveiiieiieiiiie e 18
3.2 Biodiesel: combustivel renOVAVEL............ccccveiiiiiiiiiicceee e 21
3.2.1 Biodiesel: Aspecto AmMDIENtal..........cccoeiiiiiiiiiiie 23
TR B €1 =] (o PSSR P RPN 24
3.4 Matéria prima oleaginosa para producao de biodiesel ............cccoovevviiieieennne 25
I R V- o U o - USSP 28
3.4.1.1 Oleo Acido de Macalba.............cccvvveeveveesereireeseesess e 30

3.4.2 Fracionamento a seco de 0le0Ss VEQELaIS..........ccovveveiieieeriecie e 36
3.5 Catalisadores QUIMICOS......ceciuiiiieeiiiiireeiie ettt rreesre e bee e ne e 37
3.6 BIOCAAlISAUOIES. ... .ccveeieeiieie ettt 39
BiB. L LIPASES. . ettt bbbt 40
3.7 Processos para obtencdo de biodiesel..........c.covevveiiiiieiiiiie i 44
3.7.1 Reacd0 de ESterifiCACAD. ........cueiveiiieiiecie ettt 44
3.7.2 Reacdo de HidroeSterifiCaCaA0. ........coueiveriirieiieieieie et 44
3.7.3 Reacdo de TranseSterifiCaACHD. .........oiereriririeeie e 45
3.7.3.1 Reacdo de Transesterificacdo ENzimatica...........ccccevvvvevvecvecieieenenn, 47
MaLeriais € IMELOUOS ......cc.eiviiiieiieiieieie ettt ettt sbe st nreenes 52
Ot |V - Tov: 14 - WSS 52
4.1.1 Oleo ACidO de MACAUDA ............c.cvevvveieeiieeeeeeeeeeeee s 52
O V4 | 4 PSPPSR 52
4.1.3 OULIOS REAGENTES ....eeiiiie it ittt e e e e e e s e e e saeeenees 52
4.2 MELOUOIOGIA ....c.eieieieciieiee e 53
4.2.1 Fracionamento @ SECO 0 OO0 ........cccueiveiiiieiiese e 53
4.2.2 Caracterizacdo quimica e fisica do 6leo de macalba...........cccccevvvereiniriennnnn, 53
4.2.2.1 Indice de aCIAeZ (LA co.ceovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 54
4.2.2.2 UMIJAE ....c.oiiiiceieieese s 556

4.2.2.3 PONLO UE TUSAD ....eeeeetieeeeee ettt e e e e e e e e e e e e enaans 56



XV

4.2.2.4 VISCOSIAAUR ......coivieiiiiiieiiieie ettt 56

4.2.2.5 Composicdo em &cidos graxos do 6leo de macaiba............cccccevrueneee. 57

4.3  Obtencdo do DIOdIESEL.........c.cccveiieiiceceee e 57

4.3.1 Reacdo de transesterificacdo eNZIMALICA ...........cccecvveieeieiiieiiere e 57

4.3.2 Reacao de hidroesterifiCagao ...........coveiiriiiieieieriese e 58

4.3.3 Determinagdo do rendimento da rAGHD ........ccevverververieriirieieieie e 59

4.3.4 Planejamento EStatiStiCO........ccccveviiiieiieie e 61

4.3.5 Reacdo com reCiclo da liPase........ccooveieeiiiie i 63

4.4 Caracterizagdo do biodiesel de macauba ............ccoceovririinieneniinceee s 63

R 3T 1ot L= oo Lo TR 63

4.4.2 GHCEIOI LIVIE .oviiiiiiiiiciieieee ettt bbbt 64

4.4.3 Indice de SAPONIfICACAD...........cceviveeeeerieeieeeeeeee ettt 64

5 RESUItAd0S € TISCUSSAD ... eevvereiiriesieeie et see e se et ste et esteenee e steeneesreenseeneeas 66
5.1  Fracionamento @ SECO.......cccueiueruererrieeieseesteeseeeseesseesseaseesseessesseessesssesssessessses 66

5.2 Indice de ACIHEZ (1A.) c..oveieeeeeeeeeeeeee ettt 66

TG B =10 g (- o [V - F OSSR 67

5.4  Composicao em cidos graxos majoritarios do 6leo de macadba .................. 67

5.5 Avaliacdo da conversdo enZimMatiCa.........c.cooeererierieinerieese e 69

5.6 Avaliacido da hidroesterifiCaCao ..........ccocureriririeieie e 77

5.7 Estabilidade da enzima NOVOZYMES 435 .......cccocoveiieiieiieiecce e 79

5.8 Caracterizacdo do biodiesel de macalba ............c.ccceevviveviieie e 80

6 CONCIUSDES € SUGESLOES .....e.veeveeieenieie sttt sb e 83
6.1  ConSIAEragies FINGIS ........ccoveieriirierieiiesiiseeie ettt 83

5.2 SUQGESIOES ...vveeviieiiie ittt ettt e ettt et et et e et e e e ta e n e e sae e e e e reeere e 84
Referéncias BibIIOgrafiCas.........cccioiiiiiiiic e 85

YA 415D (0 TR 93



15

1 Introducao

O crescimento da producdo de biocombustiveis tem sido motivado, principalmente,
para ampliar a geracdo de energia a partir de fontes mais sustentaveis e menos dependentes do
petréleo. Neste contexto, desenvolver uma tecnologia para reduzir a producdo de compostos
indesejaveis e, simultaneamente, o custo de producéo do biodiesel é o principal desafio para
viabilizar este processo em escala industrial e tornar este biocombustivel competitivo e
verdadeiramente “limpo”.

A contribuicdo de biocombustiveis, tais como biodiesel e etanol, no consumo mundial
de combustiveis tem aumentado a cada ano, com destaque no Brasil para o setor transporte
urbano (RENEWABLE ENERGY POLICY NETWORK — RENZ21, 2011). Na matriz
energética brasileira, o setor de transporte representa 30% do consumo final, dentre os quais
aproximadamente 50% correspondem ao uso do diesel (MINISTERIO DE MINAS E
ENERGIA — MME, 2012). Com o aumento da importacdo deste combustivel, o segmento de
combustiveis renovdveis ganhou um maior destaque nacional no contexto atual de
sustentabilidade. O uso de combustiveis renovaveis também se destaca pela reducédo de gases
que geram aquecimento global além da emissdo de particulas e de hidrocarbonetos.

Atualmente, existem 65 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela Agéncia
Nacional de Petroleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP) para operarem no Pais,
correspondendo a uma capacidade total autorizada de aproximadamente 21000 m*/dia. Destas
65 plantas, 61 ja possuem autorizacdo para comercializacdo do biodiesel produzido,
correspondendo a cerca de 19.000 m*/dia de capacidade (ANP, 2012). No cenario mundial, a
producdo de biodiesel atingiu em 2011 cerca de 15 milhdes de toneladas em equivalente do
diesel.

As rotas convencionais de obtencdo do biodiesel ocorrem por meio da
transesterificacdo, onde se faz uso de matéria prima oleaginosa, alcool de cadeia curta e
catalisador que pode ser acido ou bésico. A escolha do catalisador depende da qualidade do
Oleo vegetal utilizado. Por ser de mais baixo custo, o catalisador basico é o mais usado
comercialmente. Entretanto, o processo é tecnicamente nao recomendado quando se trabalha
com 06leos vegetais de elevado teor de acidos graxos livres. Nestes casos, recomenda-se 0 uso

de catalisadores acidos.
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Embora os catalisadores classicos fornecam uma alta conversdo do triglicerideo em
biodiesel, o descarte destes catalisadores para 0 meio ambiente, no caso dos catalisadores
béasicos, ou sua reciclagem, no caso dos heterogéneos, ainda sao desafios tecnoldgicos a serem
superados. Os catalisadores enzimaticos surgem, portanto, como uma possibilidade de superar
os limites tecnolégicos de producdo sustentavel do biodiesel. Os catalisadores enzimaticos
mais utilizados s&o as lipases, pois além de promoverem uma catélise ambientalmente correta,
operam em condicdes brandas, com temperatura abaixo de 55 °C, e minimizam a formacdo de
subprodutos indesejaveis (CRUZ, 2007).

Entretanto, a catalise enzimatica ainda requer estudos para torna-la economicamente
competitiva. O principal foco de estudos que visam essa competitividade esta na aplicacédo
comercial de técnicas de imobilizacdo na tentativa de reutilizar a enzima uma vez que o custo
mais elevado do biocatalisador, se comparado com o catalisador quimico, € a principal
desvantagem do processo enziméatico. No Brasil, a maior parte das pesquisas sobre a
transesterificacdo de Oleos vegetais, para a obtencdo de biodiesel enzimatico, utilizam
enzimas comerciais importadas. A Escola de Quimica da UFRJ tem dedicado esforgos no
estudo e desenvolvimento de suportes de baixo custo para substituir os suportes
convencionais que tornam estes catalisadores pouco competitivos, do ponto de vista
econémico. A fibra de coco, um residuo abundante da agroindistria nacional, tem sido
explorada com sucesso como suporte de baixo custo para imobilizacdo de lipase (Brigida et
al., 2007; Brigida et al., 2008).

A macalba (Acrocomia aculeata) € uma espécie nativa do cerrado com elevado
potencial para exploracdo do 6leo contido em sua polpa. O biodiesel produzido a partir deste
fruto € uma boa alternativa para producdo de biocombustivel, uma vez que este fruto ndo €
normalmente usado na producédo de alimentos. A palmeira da macauba produz um fruto com
elevado teor de 6leo, entre 60 e 70% em base seca, além de sua elevada produtividade se
comparado aos 0leos comercializados como commaodities,

Os estudos envolvendo o fracionamento de 6leos vegetais a partir do fruto da macadba
séo bastante escassos na literatura cientifica mundial, pois este fruto é oriundo de regides com
diversas restricdes tecnologicas. Neste cendrio, este trabalho avaliou o uso do Oleo de
macauba fracionado a seco, rico em acidos graxos livres e, portanto, impréprio para consumo

humano, como matéria—prima para obtencdo de biodiesel pela rota enzimatica.
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A apresentacdo desta dissertacdo estd divida em 5 capitulos. Apds o presente capitulo
inicial de introducgdo, apresentam-se 0s objetivos gerais e especificos no capitulo 2, uma
fundamentacdo tedrica com a finalidade de informar ao leitor alguns dados gerais sobre a
matriz energética brasileira, biodiesel, 6leo vegetal (com destaque para o 6leo de macauba) e
as principais formas de obtencdo de biodiesel no capitulo 3. No capitulo 4, sdo abordados os
materiais e métodos utilizados nos diferentes ensaios experimentais. O capitulo 5 é dedicado a
apresentacdo, discussdo e comparacdo dos resultados obtidos nos experimentos. No capitulo
6, as conclusdes e sugestdes para trabalhos futuros s@o destacadas e para finalizar listam-se as

referéncias bibliograficas.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi obter biodiesel (ésteres etilicos) via
transesterificacdo enzimatica, a partir do 6leo acido de macauba fracionado a seco, usando-se
um catalisador enziméatico comercial (NOVOZYMES 435).

2.2 Objetivos especificos
Para este fim, os seguintes topicos foram abordados:

e Fracionamento a seco do 6leo bruto e separagdo das fases;

e Caracterizacdo fisica e quimica da fracdo leve do 6leo de macauba a ser utilizado
(indice de acidez, teor de agua, ponto de fusdo e viscosidade cinematica);

e Selecdo, via analise estatistica, das melhores condi¢des reacionais (temperatura, razao
molar etanol: 6leo, teor de &gua e concentracdo enzimatica) para obtencao do biodiesel
enzimatico, utilizando ferramentas estatisticas;

e Obtencdo do biodiesel por hidroesterificacdo utilizando catalisador &cido;

e Caracterizacdo fisica e quimica do biodiesel enzimatico a partir de parametros
estabelecidos pela ANP (indice de iodo, indice de saponificacdo,glicerol livre, indice

de acidez viscosidade cinematica.e umidade)
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3 Revisdo Bibliografica

Este capitulo trata-se de uma revisdo do estado da arte da producdo de biodiesel.
Inicialmente é apresentado o perfil da matriz energética brasileira e a necessidade de
diminuigédo de emissdo de gases do efeito estufa advindos dos meios de transporte de forma a
justificar o investimento em combustivel de fonte renovavel. Em seguida, o tema principal
deste trabalho é introduzido no qual se destaca a relevancia do biodiesel considerando os
diferentes aspectos da producao desse biocombustivel no contexto brasileiro. O texto continua
descrevendo a matéria lipidica utilizada neste trabalho — 6leo de macauba, os tipos de
catalisadores com énfase no biocatalisador e as diferentes rotas de obtencdo do biodiesel
finalizando com a transesterificacdo enzimatica utilizada neste trabalho. A juncdo dessas
informacdes pretende fundamentar o potencial de desenvolvimento da produgdo desse
biocombustivel a partir do 6leo &cido de macauba.

3.1  Matriz Energética Brasileira

As fontes de energia podem ser classificadas como renovaveis ou ndo renovaveis. As
fontes ndo renovaveis originam-se de processos naturais e incluem petrdleo, carvdo mineral e
gés natural. Estas fontes sdo facilmente encontradas na crosta terrestre e ndo implicam em
vastas areas de utilizacdo dos solos, além de possuirem uma logistica ja estabelecida e alta
eficiéncia energética. Entretanto, os efeitos negativos que esta fonte tradicional de energia
vem estimulando, ha tempos, a busca de fontes alternativas. Dentre as razGes para essa busca
podem ser mencionadas questdes ambientais, sociais e econdmicas. A primeira pode ser
constatada pelos altos indices de emissdo de didxido de carbono registrados, gas considerado
como o principal responsavel pelo efeito estufa (SOUZA, 2010; MME, 2013). Estes valores
estdo ilustrados na Figura 3.1, sendo o setor de transporte 0 que mais impacta a emisséo de
didxido de carbono no Brasil devido a politica publica de transporte rodoviario e aumento da
aquisicdo de veiculos de passeio. A questdo social envolve os impactos na saude individual e
coletiva, pois segundo Gallo e colaboradores (2000) a populagdo de baixa renda é mais
suscetivel a enfermidades desde intoxicacbes quimicas a doengas imunoldgicas e
respiratorias. Por sua vez a questdo econémica envolve a constante oscilagdo do preco do
petréleo, causada principalmente por crises politicas, pois quando se observa o perfil da
distribuicdo mundial do consumo de petréleo, percebe-se uma inversdo em relagdo ao que

ocorre na distribuicdo espacial das reservas. Reservas e produgdo concentram-se atualmente
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em paises ndo desenvolvidos, notadamente Oriente Médio, com as exce¢Bes do Canada,
Russia e Mar do Norte (Reino Unido e Noruega), sendo que 0s campos nessa regido ja se
encontram em declinio. JA& o consumo esta concentrado nos paises que compde a OCDE,
industrializados e desenvolvidos, embora se observe crescimento significativo, nos altimos
anos, do consumo em paises da Asia e do Pacifico. E para essas regides que se direcionam os
fluxos fisicos de petroleo.. Dada a importancia do petréleo na matriz energética essa situacdo
é potencialmente conflituosa e estd na raiz de varias crises, nem sempre resolvidas pelos
caminhos do entendimento (MME, 2013).

Emissdes (Mt CO,)

Transporte

IndUstrias

Outros setores
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Figura 3.1 Emissdo de CO, no uso da energia no Brasil. Adaptado de MME (2012).

As fontes de energia renovaveis sao aquelas que podem ser usadas permanentemente,
isto é, sdo consideradas fontes renovaveis se seu uso nao causa uma varia¢ao significativa nos
seus potenciais e se suas reposi¢des em curto prazo séo relativamente certas (RUSSOMANO,
1987 apud ABREU, 2012). As vantagens do uso deste tipo de energia séo diversas onde cabe
ressaltar a reducdo de impactos sociais, contribuicdo para melhor qualidade de vida e reducéo
da poluicéo atmosférica.

O uso de energia renovavel ndo é recente, pois observa-se que nos ultimos 30 anos, a
oferta primaria de energia hidraulica no mundo evoluiu consideravelmente em duas regides:
Asia, com destaque para a China, e América Latina, com destaque para o Brasil. Com efeito,
essas duas regides respondiam, em 1973, por cerca de 10% da produgdo mundial de
hidroeletricidade. No Brasil, em particular, entre 1974 e 2011, a poténcia instalada em usinas
evoluiu de 13.724 MW para quase 77.303 MW, entre os dois anos indicados. Essa evolucdo
esteve concentrada no inicio da década de 80, quando o mundo sofria as consequéncias dos
choques no preco do petrdleo ocorridos na década anterior e se instalavam no pais grandes

indUstrias eletro-intensivas. Em contraposicdo, nos ultimos anos, apesar de nominalmente
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elevada, a expansdo hidrelétrica foi relativamente pequena, se comparada com a expansdo da
oferta interna total de energia, Uma consequéncia da expansdo modesta nesses anos foi o
racionamento vivenciado em 2001-2002 por grande parte do sistema elétrico interligado
(PLANO NACIONAL DE ENERGIA - PEN 2030, MME, 2012).

Em 2011 foi registrada alta porcentagem da participagdo de recursos renovaveis na
Matriz Energética Brasileira (44,1%), aparecendo entre as mais elevadas do mundo,
principalmente por conta do alto consumo de energia do setor hidroelétrico no pais e

biomassa para geracédo de energia (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Participacdo de renovaveis na Matriz Energética. Adaptado de MME (2012).

Uma caracteristica particular do Brasil é a aplicacdo das tecnologias de biomassa em
grande escala no setor industrial. E possivel citar o carvdo oriundo de plantaces de
eucaliptos, e a cogeracdo de eletricidade do bagaco de cana, onde com a expansdo e
renovacdo das unidades de processamento do setor sucroalcooleiro e a valorizacdo dos
residuos agricolas e industriais do processo, as centrais termoelétricas desenvolveram vias
tecnoldgicas para a geracao de energia elétrica a partir da biomassa da cana. Em todas elas ha
um processo de conversdo da biomassa em um produto intermediario que sera entdo utilizado
em uma maguina motriz, onde serd produzida a energia mecanica que acionara o gerador de
energia elétrica (ABREU, 2012).

Outra fonte de consumo de energia que se faz presente no cotidiano do Brasil é
registrada no setor de transporte. Neste ambito, os biocombustiveis sdo alternativas potenciais
ao uso de gasolina e do diesel utilizados em motores automotivos. As tecnologias mais

avancadas, em termos de pesquisa e desenvolvimento, para obtencdo de biocombustiveis sdo
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o0 bioetanol e o biodiesel. Por razdes politicas, econdmicas e ambientais, 0s biocombustiveis

tém se revelado como fontes energéticas promissoras.
3.2  Biodiesel: combustivel renovavel

Dentre as fontes renovaveis, o biodiesel tem sido considerado o melhor candidato para
substituicdo do diesel, uma vez que pode ser utilizado em motores de compresséo e ignicao
sem a necessidade de qualquer modificagdo (KNOTHE, 2003). A definicdo quimica do
biodiesel é uma mistura de monoalquil ésteres de &cidos graxos.

No Brasil o planejamento estratégico do governo é promover a substituicdo do diesel
de forma gradativa. Para este fim desde 1° de janeiro de 2010, o 6leo diesel comercializado
em todo o Brasil contém 5% de biodiesel. Atualmente o Brasil € o quarto maior produtor
mundial de biodiesel, sendo superado apenas pelos Estados Unidos, Alemanha, e Argentina,
respectivamente o primeiro, o segundo e o terceiro colocado (REN21, 2011). A adicédo
compulsoéria do biodiesel ao diesel promove e estimula o aumento da sua produgdo e
comercializacdo. A Figura 3.3 ilustra o crescimento da producdo e demanda nacional de
biodiesel nos ultimos anos. Pode-se observar que a producdo anual, em 2012, de 2,6 bilhdes
de litros foi inferior a capacidade instalada, no mesmo ano, cerca de 6,6 bilhdes de litros
(ANP, 2013).
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Figura 3.3 Evolugdo anual da producéo, da demanda compulséria e da capacidade nominal autorizada pela ANP
no pais. Fonte: ANP (2013).

O principal desafio a produgdo de biodiesel no Brasil estd associado a aquisi¢do das

matérias primas a precos competitivos. Para superar esta barreira, o0 Governo Federal tem
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promovido incentivos para incluir a agricultura familiar na cadeia produtiva do biodiesel
através do Programa Nacional de Uso e Producdo de Biodiesel (PNPB). Assim, dentro deste
programa, a inclusdo social tem como objetivos gerar alternativas de emprego no campo,
aumentar a renda familiar e ampliar a oferta de fontes de energia renovavel. Neste cenario, 0
modelo agricola pode vir a ser mais prospero e sustentavel deixando de ser somente uma
agricultura de auto-sobrevivéncia para ser auto-sustentvel economicamente, ambientalmente
e socialmente (ABREU et al., 2012). A Figura 3.4 ilustra a evolucdo na quantidade de matéria
prima oriunda de agricultura familiar adquirida no periodo de 2006 a 2010. Nesta figura
observa-se que no ano de 2010 foi registrado um aumento de 56% se comparado ao ano

anterior.
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Figura 3.4 AquisicOes das matérias primas oriundas da agricultura familiar. (Adaptado de Ministério de
Desenvolvimento Agrario, 2010)

Para fortalecer a relacdo comercial entre os agricultores e os produtores de biodiesel, o
Ministério de Desenvolvimento Agrario concede a estes o0 Selo de Combustivel Social (SCS),
que oferece diversas vantagens para o produtor de biodiesel como melhores condicdes de
financiamento e participacdo assegurada de 80% do biodiesel negociado nos leil6es publicos
da ANP (ABREU et al., 2012 e MDA, 2010). O ultimo leildo (31°), ocorrido no inicio de
junho, arrematou 515 milhdes de litros, sendo 99,5% deste volume fornecido por produtores
gue possuiam o SCS (ANP, 2013).
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3.2.1 Biodiesel Aspecto Ambiental

Como abordado na secdo anterior, as questdes ambientais tem recebido grande
destague na midia internacional, sendo discutidas constantemente na pauta de reunides de
chefes de Estado. A ultima reunido relevante, denominada Conferéncia das NacGes Unidas
sobre Desenvolvimento Sustentavel — Rio +20 foi realizada em 2012 no Brasil. Nesta
conferéncia, dois temas principais orientaram os debates: a economia verde, no contexto do
desenvolvimento sustentavel e da erradicacdo da pobreza; e a estrutura institucional para o

desenvolvimento sustentavel (RIO+20, 2012).

Em termos ambientais, a adogdo do biodiesel resulta em reducdo das emissdes de
materiais particulados, 6xido de enxofre e gases que contribuem para o efeito estufa e chuvas
acidas. A menor emissdo de gases poluentes é uma das principais vantagens do uso de
biodiesel. Barnwal e Sharma (2005) analisaram a emissdo de gases poluentes pelas
combustdes de biodiesel e de 6leo diesel de petroleo, obtendo resultados favoraveis para o uso
de biocombustivel. Eles concluiram que o SO, é totalmente eliminado enquanto a fuligem, o
monoxido de carbono, os hidrocarbonetos, os hidrocarbonetos poliaromaticos e os gases

aromaticos decrescem em 60%, 50%, 50%, 72% e 15%, respectivamente (Figura 3.5).
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Figura 3.5 Reducdo dos principais gases poluentes. (Adaptado de BARNWAL e SHARMA, 2005)

O biodiesel tem numero de cetano maior que o diesel e o teor médio de oxigénio em

torno de 11%. Sendo assim, a adi¢do de biodiesel ao diesel, em termos gerais melhora as
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caracteristicas do combustivel fossil, pois possibilita a redugdo de emissdo de CO, e CO pelo
aumento do numero de cetano (KNOTHE, 2003).

Segundo Souza (2010), pelo fato de o biodiesel possuir ponto de fulgor maior que ao
diesel, ele é considerado um combustivel ndo inflamavel, o que proporciona uma maior

segurancga nas condi¢Ges normais de transporte, manuseio e armazenamento.

Outro tema que permeia a questdo ambiental no que diz respeito ao biocombustivel,
em especial o biodiesel, € a questdo da energia. A bioenergia provavelmente tornar-se-a a
matéria-prima base de todo um sistema produtivo em funcao de sua possivel sustentabilidade.
Nesse contexto o Brasil tem destaque por ser um pais tropical que apresenta um elevado
potencial para a producdo de energia por meio de biomassa (Centro de Gestdo e Estudos
Estratégios - CGEE, 2010).

Embora haja diversos beneficios, o biodiesel possui menor poder calorifico quando
comparado ao diesel convencional, emite maior quantidade de éxidos de nitrogénio (NOy) e
possui maior viscosidade que o petrodiesel acarretando problemas no seu uso em regides de
clima frio (BARNWAL e SHARMA, 2005). Além disso, o preco de mercado é relativamente
superior ao diesel comercial. No entanto se 0 processo de recuperacdo e aproveitamento dos
subprodutos (glicerina e catalisador) for otimizado, a producdo de biodiesel podera ser obtida
a um custo competitivo com o preco comercial do éleo diesel (SOUZA, 2010).

3.3 Glicerol

A questdo do glicerol merece atencdo diferenciada ja que a fracdo gerada na conversao
dos triglicerideos nesse subproduto é alta, tornando necessario o desenvolvimento de
propostas de utilizacdo do glicerol excedente da producéo de biodiesel.

O termo glicerol aplica-se apenas ao composto quimico puro 1,2,3-propanodiol. Ja o
termo glicerina aplica-se aos produtos purificados disponiveis comercialmente. No mercado
existe glicerina disponivel com varias concentragdes de glicerol. A oferta e a demanda do
produto apresentavam-se em equilibrio desde 1998. No entanto, a partir de 2007, essa
situacdo mudou completamente pela maior oferta proveniente das plantas de biodiesel. A
queda do preco foi impactante quando os primeiros lotes de glicerina de biodiesel comegaram
a aparecer, as cotacdes despencaram de R$ 4 para R$ 0,80 por kg (FIRBANKS, 2009).

A glicerina é utilizada praticamente em toda industria. As principais areas de aplicacdo

da glicerina sdo: a alimenticia, a farmacéutica, a producao de bebidas, a cosmética, a industria
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de tabaco, de tintas dentre outras (TAPANES, 2008). Porém a tendéncia é diferenciar as
glicerinas, com faixas de precos diferentes. Segundo Eduardo Oliva, coordenador da area de
6leos vegetais e produtos fracionados da Uniamerica, “A glicerina de biodiesel carrega
residuos de metanol e outros produtos e ndo deveria ser usada em alimentos, cosméticos e
medicamentos”. As aplicagdes industriais podem aceitar produtos com teores de glicerol mais
baixos, entre 90% e 98%, porém a presenca de contaminantes pode interferir na coloragéo
(FIRBANKS, 2009).

Diante do aumento de oferta, a glicerina oriunda do biodiesel motivou as
Universidades nacionais a desenvolver pesquisas de novas aplicagdes. A Universidade
Federal da Paraiba, por exemplo, estuda a producdo de substancias bioativas, como
antibidticos, analgésicos a partir da glicerina. A Universidade Federal do Parana estuda a
obtencdo de plastificantes para PVC utilizando o mesmo material. Contudo, a maior
possibilidade de consumo de glicerina esta na produgdo de propeno “verde”, para ser
polimerizado em polipropileno. Essa resina terd fonte renovavel, caracteristica que lhe

assegurard um prémio no preco final de venda (FIRBANKS,2009).

Tanto a transesterificacdo de triacilglicerdis quanto a esterificacdo de acidos graxos,
realizadas para a sintese de ésteres metilicos ou etilicos (ambos usados como biodiesel)
podem ser obtidas por catélise quimica ou enzimatica. A catalise quimica, apesar de bons
rendimentos (acima de 90%) gera residuos toxicos, além de produzir toneladas de glicerina
impura e com baixo valor comercial. A catélise enzimatica, por outro lado, acontece em
condicdes brandas e a glicerina produzida tem maior pureza, alcangando valores de mercado
mais elevados (MESSIAS et al., 2010). Estudos recentes mostram que a glicerina obtida a
partir da transesterificacdo enzimatica é bastante atrativa quando comparada as outras rotas
por ser facilmente recuperada e o processo de purificacdo dos ésteres etilicos ou metilicos ser
mais simples, motivando a pesquisa para viabilizar a produgdo de biodiesel por esta rota
(SILVA et al., 2008).

3.4 Materia prima oleaginosa para producéo de biodiesel

A USDA (2012) lista nove principais oleaginosas que totalizam uma produgéo anual
de, aproximadamente, 200 milhdes de toneladas de 6leo. A matéria prima para producdo de
oleo no Brasil estd concentrada principalmente na cultura da soja. Outras oleaginosas
tradicionais como dendé, algodao, girassol, amendoim e mamona, contribuem com pequenas

quantidades de 6leo. Com exce¢do do dendé, cuja produgdo anual € superior a 3,5 t/ha, as
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demais oleaginosas produzem menos de 1,0 t/ha/ano. Essa baixa densidade de producéo
exigiria uma grande expansao de &rea, para atender as demanda do mercado nacional para 0s
préximos anos. Das oleaginosas tradicionais somente o dendé apresenta caracteristicas
vantajosas para atendimento do crescente mercado de 6leos e gorduras. Entretanto, este fruto
esta restrito as regides de clima tipicamente equatorial, na Amazénia e no Recdncavo Baiano.
Por outro lado, o Brasil apresenta uma diversidade de oleaginosas nativas, além de algumas

espécies promissoras em processo de domestica¢do, como a macauba (Acrocomia aculeata).

Dentre as possiveis matérias primas para a producéo do biodiesel, existe uma gama de
estudos que apresentam 0leos, gorduras e residuos oleosos como fonte de &cido graxo. Destas
opcoes, 0 uso do Oleo vegetal vem sendo mais recomendado por conta das suas propriedades
fisico-quimicas. Segundo Souza (2010), mais de 95% da matéria prima lipidica empregada
para producdo de biodiesel provém de Oleos vegetais comestiveis em razdo da grande
producdo mundial desses 6leos. Existe no mundo em torno de 4000 espécies vegetais das
quais é possivel se extrair 6leo. Além disso, a composi¢cdo quimica da maioria dos vegetais,
onde predomina triglicerideos estaveis, favorece a obtencdo de um biodiesel de alta qualidade.
De acordo com Silva (2009) existe um grande potencial a ser explorado na area de Gleos
vegetais no Brasil, tanto em relacdo ao aproveitamento das culturas temporéarias quanto

perenes.

Atualmente, trés oleaginosas sdo produzidas em larga escala e tem importancia
diferenciada no mercado internacional de 6leos vegetais, sendo responsaveis por mais de 80%

da producéo global:

e A palma africana (ou dendezeiro), oleaginosa de onde se extrai dois 6leos: 6leo de

palma ou dendé (da polpa do fruto) e 6leo de palmiste (da semente);

e A colza, principal oleaginosa produzida na Europa e insumo mais usado para a

producéo de biodiesel;

e A s0ja, historicamente, a oleaginosa mais cultivada no mundo, principalmente para a

obtenc&o de farelo, fonte protéica usada em larga escala na alimentacao.

O dendé é uma das oleaginosas de maior produtividade no planeta, com uma area
plantada em 2010 de 16 milhdes de hectares, sendo que a Malasia e Indonésia concentram
87% desta produgdo. A producdo nacional em 2012 foi de 240 e 23 mil ton. de 6leo de palma
e palmiste, respectivamente, onde 95% € destinado a area de alimentos. Um dos motivos que

levaram esta oleaginosa a uma alta produtividade foram os estudos conduzidos por uma
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instituicdo francesa, no final do século XX, que resultou em um aumento de 300% na
produtividade média em dleo (VILLELA, 2009; EMBRAPA, 2013). No Brasil, a Embrapa
possui um dos mais completos bancos de germoplasma de palma africana, material genético
em avancado estagio de melhoramento, alem de fornecer assessoramento para formacéo de
equipe técnica para as pesquisas no Brasil e produzir sementes de alta qualidade tanto para a
demanda domeéstica quanto a de paises vizinhos, em particular a Colémbia, maior produtor de
0leo de dendé do continente americano (EMBRAPA, 2013). Uma das desvantagens do uso
desta oleaginosa como matéria prima para o biodiesel esta nas exigéncias climaticas desta
espécie. Ha limitagdes para sua disseminacdo no territdrio brasileiro, prevalecendo-se restrita
as areas de producdo na Amazodnia equatorial e sudeste da Bahia devido ao clima tropical
(VILLELA, 2008).

O melhoramento genético ocorrido com a colza (Brassica napus) também foi um dos
motivos que levaram esta oleaginosa a se tornar a terceira mais produzida no mundo. Esta
modificacdo foi realizada no Canada, no final do século XX, que designou a nova espécie
com o nome de “canola” (abrev. de Canadian Oil Low Acid). Com estas modificacOes
genéticas houve reducdo significativa de acidos erucico e glucosinolatos que sdo substancias
toxicas se consumido em doses altas. A producdo mundial de colza em 2012 foi da ordem de
61 milhdes de toneladas e no Brasil 43,8 mil toneladas (Ministério da Agricultura e Pecuaria —
MAPA, 2013).

Dentre as matérias-primas tradicionais, a soja contribui com mais de 80% da oferta
para a producao de biodiesel, devido a logistica instalada no Brasil nestes ultimos 30 anos
pelo setor agroindustrial. Ela é a cultura agricola brasileira que mais cresceu nas Gltimas trés
décadas e corresponde a 49% da area plantada em grdos do pais. Atualmente, a agroindistria
transforma, por ano, cerca de 30,7 milhdes de toneladas de soja, produzindo 5,8 milhdes de
toneladas de 6leo e 23,5 milhGes de toneladas de farelo protéico, contribuindo para a
competitividade nacional na producdo de carnes, ovos e leite (MAPA, 2013). A estimativa da
safra de soja em 2013 é de aproximadamente 83 milhGes de toneladas com rendimento medio
esperado de 3.031 kg/ha (IBGE, 2013). Além disso, a soja e o farelo de soja produzidos no
Brasil possuem alto teor de proteina e padrdo de qualidade Premium, o que permite sua
entrada em mercados extremamente exigentes como os da Unido Européia e do Japéo. De
acordo com EMBRAPA (2013), a soja continuara respondendo pela maior participagdo na

oferta de matéria-prima para a producgéo de biodiesel, nestes proximos cinco anos.
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A utilizacdo de Oleos comestiveis caracteriza uma producdo competitiva com a
producdo destinada a alimentos, resultando na elevacdo do preco da matéria prima e, por

consequéncia, dos produtos finais — 6leo comestivel e biodiesel.

O grupo United Soybean Board (2013) desenvolveu estudos sobre o efeito do uso de
6leo de soja, como matéria prima para o biodiesel, no preco do 6leo comestivel. Segundo este
estudo, realizado entre os anos de 2006 e 2012, houve, nos Estados Unidos, um aumento de
US$ 15 bi, o que ocasionou também um aumento de US$ 0,74 por alqueire (equivalente a
cerca de 27 kg) de soja em grdo. A relacdo competitiva do setor de energia com o alimenticio
elevou os pregos dos alimentos oriundos da soja. De acordo com Lewis Bainbridge, secretéario
da United Soybean Board (2013) e agricultor de soja nos EUA, na época em que a rotulagem
de gordura trans passou a ser obrigatdria nos produtos, houve reducéo do uso de 6leo de soja
nos alimentos e o produto se acumulava. Quando surgiu a demanda por 6leo para producéo de
biodiesel o excesso de soja diminuiu significativamente. Com a porcentagem crescente de
biodiesel no diesel, a alta demanda deslocou o pre¢o para cima, que é aplicado também a soja
destinada a alimentacdo. Este exemplo dos EUA se estende aos demais paises como o Brasil,
que é grande produtor de soja para alimentos e atualmente também para o biodiesel. Para
reduzir a competicdo com o setor alimenticio, pesquisas tém sido direcionadas para o uso de
6leos ndo comestiveis (KNOTHE, 2003).

De acordo com estudos divulgados pela National Biodiesel Board (2013), o Brasil
teria condicdes de liderar a producdo mundial de biodiesel, promovendo a substituicdo de
60% da demanda mundial de 6éleo diesel mineral. Essa producdo poderad gerar milhares de
empregos no campo e reduzir a importacdo de diesel de petréleo, que hoje fica proxima de
seis bilhdes de litros, dos 38 bilhdes consumidos anualmente.

3.4.1 Macauba

A macaiba (Acrocomia aculeata) é uma palmeira nativa das florestas tropicais cujo
caule atinge de 10 a 15 m de altura e 20 a 30 cm de diametro. A regido dos nos é coberta de
espinhos escuros, pontiagudos com cerca de 10 cm de comprimento. A frutificacdo ocorre
durante todo o ano e os frutos (Figura 3.6) amadurecem, principalmente, entre setembro e
janeiro e, em condig0es naturais, as sementes podem levar de um a dois anos para germinar.
Pesquisas tém sido desenvolvidas no Brasil de modo a diminuir o tempo de germinacéo
(LORENZI E NEGRELLE 2006, VIEIRA et al., 2012).
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Figura 3.6 Palmeira de macalba com cachos carregados do fruto (a). Fruto de macadba inteiro (esquerda) e
fracionado (direita) (b). Fonte: Rural Pecudria (2013) e Pélo de florestas (2013), respectivamente.

No Brasil, a macauba é considerada como a palmeira de maior dispersdao, com
ocorréncia de povoamentos naturais desta espécie em quase todo territorio. Entretanto, as
maiores concentracfes estdo localizadas em Minas Gerais, Goias, Mato Grosso e Mato
Grosso do Sul, sendo amplamente espalhada pelas areas de Cerrado. No passado, ela ocorria
em abundancia também em Sdo Paulo, mas as populagdes naturais foram sistematicamente
substituidas pelo cultivo do café (HENDERSON et al., 1995). A Figura 3.7 ilustra as regies

de maior predominancia de macadba no territério brasileiro.
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Figura 3.7 Mapa de regides que possuem maior ocorréncia no Brasil. Fonte: MELO, 2012

Esta palmeira permite a possibilidade de estabelecer cultivos em outras regides do
pais, inclusive as regides mais pobres de Minas Gerais, como Norte e Zona da Mata, devido a
sua adaptacdo a periodos secos definidos. Motta e colaboradores (2001) desenvolveram
estudos sobre as condicdes climaticas e concluiram que a palmeira de macalba tem
preferéncia por solos férteis, mas sobrevivem em ambientes com excesso de agua por
possuirem estruturas especializadas que permitem trocas gasosas em areas inundadas. Tal fato
se confirma, pois o0s agricultores e pesquisadores de Minas historicamente utilizam a macauba
como planta indicadora de solos férteis (HENDERSON et al., 1995).

Outra vantagem da macalba é que o porte ereto daplanta permite a producao
integrada com lavouras temporarias nos primeiros anos apés o plantio e com pastagens, apés
0 quarto ano. Dessa forma, seria possivel aperfeicoar o aproveitamento da propriedade rural,
produzindo 0leo e carne (ou leite) no mesmo espaco. Além disso, a macauba ainda pode ser
usada para recompor areas de reserva legal gerando renda para o produtor, com 0 manejo
sustentavel da area (EMBRAPA, 2012).

A palmeira da macalba, por ndo ser um insumo tradicional para a produgdo de
alimentos, tem despertado o interesse da sociedade cientifica, empresarial e governamental
para a sua inclusdo na cadeia produtiva do biodiesel. A sintese de biodiesel concomitante com

a valorizagdo de seus co-produtos, glicerol e carotenoides, a partir do 6leo de macauba
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utilizando tecnologia enzimética no seu processamento, insere-se nos principios da quimica
verde e desenvolvimento sustentavel. O uso sustentavel da macadba podera contribuir para a
aumentar a producdo de biocombustiveis visando abastecer a crescente demanda que se

apresenta como um desafio para o setor energético nacional.

3.4.1.1 Oleo Acido de Macauba

De acordo com Melo (2012), palmeiras como a macauba, o dendé, o pequi e o babacu
apresentam alta produtividade de 6leo por hectare e baixos custos de manutencdo, pois sao
plantas perenes, ndo necessitando de grandes investimentos anuais com o plantio. A tabela 3.1
mostra a produtividade de algumas oleaginosas. A macalba se destaca, superando a
produtividade do dendé.

Tabela 3.1 Produtividade algumas oleaginosas em L/ha. Fonte: Melo, 2012.

Oleaginosas Rendimento Agricola (L/ha)
Abacate 2000 a 2500
Algodao 100 a 400
Amendoim 80 a 1200
Babacu 1500 a 2000
Coco 2000 a 2500
Dendé 3000 a 3500
Girassol 500 a 1100
Macauba 3500 a 4000
Mamona 400 a 1000
Pequi 2600 a 3200
Soja 400 a 650

A macalba apresenta ampla utilidade e, mais recentemente, grande interesse sécio -
econdmico para a producdo de 6leos vegetais. Em meio as suas varias utilidades séo relatados
usos medicinais, alimenticios e cosméticos. Entretanto, a qualidade que mais se destaca € a
sua capacidade de producéo de 06leo vegetal, podendo superar quatro mil litros por hectare em
plantios racionais e em programas de melhoramento. Esta caracteristica do fruto da macadba
podera suprir a crescente demanda de Oleos graxos com vantagens econdmicas e sociais

(GONTUJO et al., 2008). Além disso, 0 6leo da polpa de macauba possui um acentuado grau
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de insaturacdo, cuja composicdo em acidos graxos o coloca entre os 6leos de alta qualidade
para aplicacbes industriais, principalmente em razdo do alto teor de acido oléico. Semelhante
ao dendé, também sdo extraidos dois tipos de 6leo da macauba. O 6leo da macauba que €
extraido da polpa tem caracteristicas fisicas e quimicas bem distintas do 6leo da améndoa. O
6leo da améndoa é um ¢éleo altamente saturado no qual predomina o &cido laurico (C12:0) e
tem sido empregado, principalmente, na inddstria cosmética. Atualmente um mercado
potencial para uso de Oleos contendo elevado teor de &cido laurico € o de biocombustiveis
para aviacdo. A produtividade desse 6leo € menor: cerca de 1.000 kg/ha. O valor de mercado,
no entanto, pode chegar a R$ 3.500,00/ton. - mais do que o dobro do pre¢o do dleo da polpa
(EMBRAPA, 2012). A Tabela 3.2 apresenta a composicdo de acidos graxos tanto do 6leo

extraido da polpa como da casca e semente.

Tabela 3.2 Composicao de acidos graxos majoritarios da semente, polpa e améndoa de

macauba. Fonte: Silva, 2009.

Acidos Graxos Casca Polpa Améndoa
Acido caprilico 6,2
Acido céprico 5,3
Acido laurico 43,6
Acido miristico 8,5
Acido palmistico 24,6 18,7 5,3
Acido palmitoléico 6,2 4

Acido estearico 5,1 2,8 2,4
Acido oléico 51,5 53,4 25,5
Acido linoléico 11,3 17,7 3,3
Acido linolénico 1,3 1,5

“Acidos Saturados | 297 215 712

Acidos Insaturados 70,3 78,5 28,8

Além dos 6leos para a producgéo de biocombustiveis e outros produtos, da macauba se
obtém coprodutos que agregam valor a cadeia produtiva. Entre estes, o endocarpo, parte do
fruto que protege a améndoa (Figura 3.6 (b)), vem ganhando destaque devido ao seu
poder calorifico maior do que o do eucalipto e alto teor de lignina, que favorece seu uso como
carvao vegetal. Silva e colaboradores (2009) avaliaram o comportamento do endocarpo da

macalba do endocarpo de babacu e da madeira de eucalipto para producdo de carvéo vegetal.
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O rendimento em carvdo foi avaliado em 3 diferentes temperaturas (300, 500 e 700°C) e em
todas elas o endocarpo de macauba foi superior aos demais para usos em metallrgicas,
siderurgicas e domeéstico.

Outro uso para o endocarpo é como matéria prima para carvao ativado. Segundo a
pesquisadora da Embrapa Agroenergia, Daniela Colares, por suas caracteristicas estruturais o
endocarpo de macauba é um excelente produto para purificagdo, que pode vir a ser empregado
tanto em filtros de agua domeésticos, quanto em sistemas para refino de petroleo. A
pesquisadora relata que, devido ao alto valor de mercado do endocarpo, o plantio da palmeira
se tornou mais rentavel e vem promovendo o aumento dos plantios comerciais. E possivel
obter até seis toneladas por hectare cultivado com a planta. O desafio tecnoldgico neste caso
sera separa-lo da améndoa sem nenhuma contaminacdo (EMBRAPA, 2012).

O processamento da macauba compreende diversas fases que vao desde a producéo e
colheita do coco até o beneficiamento final dos produtos derivados (Figura 3.8). A etapa de
pos-colheita do fruto é ainda muito pouco estudada e a extracdo do 6leo é feita aplicando-se
tecnologias adaptadas de outras oleaginosas. Estes fatores contribuem para a baixa qualidade

do éleo comercializado no cerrado brasileiro (MARIANO 2011).

Despolpagem

POLPA + CASCA ENDOCARPO
Secagem Quebra
POLPA + CASCA SECAl l ENDOCARPO QUEBRADO
Prensagem Peneiramento
OLEO l TORTA + CASCA CASCA i AMENDOA
Filtragio Prensagem
l OLEO i TORTA
OLEO DE POLPA FILTRADO Filtra¢iio

J

OLEO DE AMENDOA FILTRADO

Figura 3.8 Diagrama de blocos do processo industrial para produgdo de 6leo de macaudba via prensagem
continua. Fonte: Adaptado de Ocanha e Ferrari (2011).
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Para que a macalba seja uma alternativa potencial para substituir outras oleaginosas
na producdo do biodiesel, faz-se necesséario o conhecimento de toda a cadeia produtiva e dos
principais problemas associados a colheita e pos-colheita deste fruto, de forma a torna-lo

competitivo no mercado de biocombustiveis.

Pimentel e colaboradores (2009) fizeram um estudo de pré-viabilidade econémica para
estimar os custos de producédo de frutos de macalba para extracdo de 6leo. Eles consideraram
fatores como: plantacdo de 400 mudas por hectare, um horizonte de 30 anos dividido em 4
etapas (1° ano implantacao, 2° ao 4° ano formacéo, 5° ao 10° producdo crescente e do 11° ao
30° ano producéo estavel) e preco de venda de R$ 170,00. Além disso, dividiram os custos em
4 partes, como segue: OperacOes Mecanizadas, Operacdes Manuais, Insumos e Custos
administrativos. Como resultado eles encontraram um valor de R$ 97,94 para o custo médio
de 1 tonelada de coco com casca. Valor inferior ao encontrado para o dendé que é de R$
126,00 por tonelada. Eles também afirmam que o item de maior impacto na producdo da
macalba em casca Sd0 0s gastos com insumos. Isto se deve principalmente aos gastos com
mudas, na implantacdo da cultura e adubos minerais. O segundo item de maior peso nos
custos de producdo sdo as operacdes manuais. A demanda de mao-de-obra esta concentrada
na fase de plantio e na fase reprodutiva da cultura (colheita). Segundo esses autores, as
operagfes mecanizadas causaram menor impacto no custo, pois, ap6s maturacdo completa, o
fruto da macauba desprende-se do cacho a uma altura de até 15 m caindo ao solo, podendo
acarretar entdo a ruptura da casca. Além da altura, os espinhos em média com 15 cm de

comprimento sdo impedimentos a colheita dos cachos (Figura 3.9).

Figura 3.9 Espinhos da palmeira de macauba. Fonte: Acrotech
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No cerrado brasileiro, os frutos da macauba s&o, em geral, armazenados ao ar livre ou
em galpGes pouco ventilados, durante varios meses (Figura 3.10) antes de serem submetidos a
extracdo do Oleo por prensagem. A microflora, representada em grande parte por fungos,
conforme comprovaram os estudos citados por Silva (2009), contém micro-organismos
lipoliticos que hidrolisam os triglicerideos presentes na polpa. Desta forma, o 6leo obtido a
partir destes frutos apresenta elevado teor de &cido graxos livres (atingindo valores de até

60%) sendo, por esta razdo, destinado principalmente para a indudstria de sabdes.

Figura 3.10 Armazenamento dos frutos ap6s coleta. na Empresa Paradigma. Fonte: Suely P. Freitas

A utilizacdo da macauba como fonte produtora de energia renovavel ganhou em 2011
novo impulso do Governo de Minas, que regulamentou a Lei n°® 19.485/2011 — Pr6-Macauba.
A norma instituiu a politica estadual de incentivo ao cultivo, a extracdo, a comercializacéo, ao
consumo e a transformacdo da macalba e das demais palmeiras oleaginosas. A
regulamentacdo da referida lei aconteceu em funcdo da demanda crescente por energias
renovaveis, atendendo as diretrizes de sustentabilidade ambiental, social e econdmica
definidas no Programa Nacional de Producdo e Uso de Biodiesel (PNPB) (Secretéria de
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento de Minas Gerais - SEAPA, 2012).

Compete a SEAPA incentivar o plantio, a comercializagdo e a industrializacdo da
macauba e das demais palmeiras oleaginosas, estimular o beneficiamento dos produtos,
coprodutos e derivados, visando a sua utilizagdo para diversos fins, bem como incentivar a
participagdo dos produtores rurais em projetos integrados com a agroindustria e a industria.
Além disso, a Secretaria deve difundir e transferir tecnologia e desenvolver acdes de extensao

rural, priorizando os pequenos e médios produtores rurais.
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Segundo Motta e colaboradores (2001), os principais gargalos para a implantacdo de
plantios comerciais dessa palmeira seriam a quebra de dorméncia da semente para produgéo
de mudas e o lento crescimento inicial. No caso da quebra de dorméncia, ja existem técnicas
de laboratoério capazes de promover a germinacao com rapidez e eficiéncia (MOTOIKE et al.,
2007). Ja o lento crescimento inicial, € comum a quase todas as culturas perenes (PIMENTEL
et al., 2007). Por meio de materiais coletados pela Universidade Federal de Vicosa (UFV) e
Embrapa estd sendo criado um banco de germoplasma da macauba. Os pesquisadores
utilizaram a biologia molecular para identificar a diversidade dos materiais genéticos
encontrados.

A germinacdo natural da semente da palmeira é pobre, alcangando no maximo 3%. A
técnica desenvolvida na UFV consiste em um conjunto de sete tratamentos e eleva a taxa de
germinacdo para 80%. O produto dessa técnica € a semente pré-germinada (Figura 3.11), que
tem potencial de estabelecimento superior a 90% em viveiro. A técnica foi patenteada pela
UFV, que assinou convénio de transferéncia de tecnologia e concedeu licenca a Acrotech —
empresa nacional de producdo de sementes de macalba — para que pudesse utilizar
comercialmente o processo, mediante recolhimento de royalties, o que foi feito com a Entaban
Brasil (ACROTECH, 2012).
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Figura 3.11 Sementes e mudas do projeto de alteragdo genética da macaudba. Fonte: Acrotech

A Fertibom, empresa produtora de biodiesel em escala industrial e detentora do SCS,
com capacidade de 330 mil L/dia, esta localizada em Catanduvas, interior de Sdo Paulo. Esta
empresa produz comercialmente biodiesel a partir de éleo de macauba associado a um projeto
com cooperativas do Mato Grosso do Sul, Rio Grande do Sul e Minas Gerais. Eles
assessoram o0s agricultores fornecendo dados tecnicos para tornar o plantio tecnicamente
viavel. Seu principal objetivo é incrementar o estimulo e beneficiamento do fruto de macatba
de forma a gerar emprego e renda envolvendo centenas de produtores rurais ligados a
agricultura familiar (MDA, 2012).
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A Petrobras Biocombustiveis comprou 30 mil toneladas de coco macauba, que foram
utilizadas como matéria-prima na fabricacdo de biodiesel na usina instalada em Montes
Claros. O objetivo do acordo firmado entre a Petrobras Biocombustivel e o governo de Minas
Gerais em janeiro deste ano é ampliar o nimero de postos na usina e na area de suprimento
agricola, além de contemplar o incremento da participagdo de agricultores familiares na
cadeia do biodiesel. A meta é atingir 4.500 pequenos produtores até 2014 de modo a alcancar
uma capacidade total de 765 milhGes de litros por ano apds a expansdo em Montes Claros
(http://www.glcom.br. Acesso em: 21/04/2013).

Além disso, ja existe uma empresa multinacional instalada em Minas Gerais, Entaban

Ecoenergéticas SA®, com sede na Espanha, que possui projetos pilotos baseados na produgédo
de biodiesel a partir de 6leo de macauba. O projeto encontra-se na etapa de crescimento das
mudas plantadas em 60.000 hectares (ENTABAN, 2012).

3.4.2 Fracionamento a seco de 6leos vegetais

O processo de fracionamento a seco, também conhecido como fracionamento natural,
é baseado nas diferencas dos pontos de fusdo dos triglicerideos e seus derivados: diglicerideos
e monoglicerideos. Trata-se de um processo termomecanico de separacdo no qual ocorre a
cristalizacdo parcial dos triglicerideos de alto e baixo ponto de fusdo, seguido de separacdo
por decantacdo ou filtracdo (ZALIHA et al., 2004).

O fracionamento a seco é, portanto, uma técnica que se baseia, principalmente, na
propriedade dos Oleos e gorduras de formar cristais quando ocorre uma reducdo na
temperatura. Este € o processo mais simples e barato de cristalizacdo fracionada, sendo
conhecido como tecnologia “natural”. Ele consiste simplesmente na cristalizagdo controlada
da gordura fundida, conduzida de acordo com um resfriamento especifico (CHIU et al.,
2007).

A fusdo fracionada ou fracionamento a seco é aplicado em grande escala,
principalmente com oOleo de palma, sendo milhdes de toneladas deste 6leo fracionados todos
0s anos em estearina de palma e oleina de palma. Tambem € aplicada com outras gorduras,
inclusive sebo de boi, banha e gordura de leite. Alguns dos usos mais freqlientes para a
cristalizacéo fracionada em escala comercial sdo: remogdo de componentes com alto ponto de
fusdo ou de substancias que podem conferir turbidez ao 6leo. O primeiro caso acontece
quando o dleo é levemente hidrogenado para ser convertido em um 6leo mais estavel e no

segundo quando se deseja remover ceras presentes em lipideos, sendo este ultimo tipo de
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fracionamento conhecido como winterizacdo (ZALIHA et al., 2004). O fracionamento do
6leo de macauba possibilita concentrar na fase leve (oleina) os componentes com baixo ponto

de fusdo, dentre eles os acidos graxos livres (AGL).

3.5 Catalisadores Quimicos

O método mais utilizado para transformacdo de &cidos graxos em biodiesel é a
transesterificacdo que pode ser conduzida utilizando-se diferentes sistemas cataliticos:
alcalino, &cido e enzimético. A Tabela 3.3 apresenta um resumo das principais vantagens e
desvantagens de cada tipo de catalisador.

A maioria dos processos de producdo industrial de biodiesel por transesterificacdo
emprega 0 metoxido de sodio como catalisador, embora isto exija 0 uso de 6leos com baixo
teor de acidos graxos livres para evitar a geracdo de produtos ndo desejaveis como o sabao
(VICENTE, MARTINEZ e ARACIL, 2004). O sabdo consome o catalisador reduzindo a
eficiéncia catalitica e aumentando a viscosidade. As consequéncias sdo a formacao de gel e a

dificuldade de separacéo do glicerol.
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Tabela 3.3 : Comparacéo das tecnologias enzimatica e quimica (alcalina e acida) para produgdo de biodiesel.

Parametros Processos
Enzimatico Alcalino Acido
Presenca de Hé& conversdo Formagé&o de sabdo Ha converséo
AGL no 6leo
Rendimento em Alto Alto Alto
biodiesel
Taxa de reacéo Baixa Alta Alta, porém menor
que a alcalina
Recuperagéo Féacil Complexo Complexo
glicerol
Reuso Facil Dificil Dificil
catalisador

Custo energético  Baixo, Temperatura20  Médio, Temperatura  Alto, Temperatura >

-50°C 60 — 80°C 100°C
Impacto Baixo, ndo necessario Alto necessario Alto necessario
ambiental tratamento de efluentes tratamento de tratamento de
efluentes efluentes

- 4cidos graxos livres; adaptado de GOT et al., (2012)

Os principais acidos utilizados para transesterificacdo incluem os acidos sulfurico,
fosférico e acidos sulfénicos organicos. Embora a transesterificacdo por catalise acida seja
mais lenta que a alcalina, ela é recomendada quando o éleo usado tem alta concentracdo de
acidos graxos livres (SOUZA, 2008).

Os processos podem ser submetidos alternativamente a combinagédo de catalisadores
acidos e alcalinos, permitindo a transformacdo completa de triglicérideos (TGs) e acidos
graxos livres (AGLS) nos esteres desejados (DABDOUB e BRONZEL, 2009). Entretanto,
esta alternativa promove um aumento consideravel no uso do catalisador e no nimero de
etapas de reacdo. Ha também como desvantagem a necessidade de reatores e equipamentos
fabricados com materiais especiais de custo elevado, resistentes ao ataque acido nas condigdes
termodinamicas da reacdo. Adicionalmente, ocorre a geracdo de grandes quantidades de
efluentes. Esses fatos minimizam ou eliminam os ganhos pretendidos com sua aplicagéo
(SAMIOS et al, 2009; RAMADHAS et al., 2005).
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3.6 Biocatalisadores

Enzimas sdo catalisadores de origem biologica, capazes de acelerar a taxa de reacédo da
mesma forma que os catalisadores quimicos e que, gracas as suas propriedades, podem
favorecer algumas reacOes. Elas apresentam alto grau de especificidade por seus substratos,
aceleram as reagcdes quimicas e atuam sob condicbes amenas de temperatura e pH
(LEHNINGER et al.,2002) As transformacdes proporcionadas por acdo de enzimas sao
conhecidas como biotransformagéo.

A primeira biotransformacdo importante para a industria foi descoberta cem anos
depois daquela proposta por Pasteur, para modificacbes de esterdides por enzimas
(GUIMARAES et al., 2010). Hoje, sdo catalogadas mais de 5000 enzimas pela NC-lUBMB
(2013) sendo que cada uma tem afinidade por determinado substrato, que pode ser natural ou
sintético, e catalisa uma reacdo especifica que representa, em geral, uma etapa em um
caminho metabdlico. Aqueles produtos que ndo sofrem degradacdo no meio reacional podem
ser isolados e utilizados como produto da biotransformacéo, aumentar a velocidade da reacéo.
Cada enzima é classificada de acordo com a reacdo especifica que ela catalisa. As reagdes
catalisadas pelas enzimas sdo caracterizadas pela formacdo de um complexo entre o substrato

e a enzima (complexo ES).

[E] + [S] <> [ES] — [E] +[P]
Onde:
[E]: Concentragdo de Enzima
[S]: Concentragéo substrato
[ES]: Concentracdo do Complexo enzima-substrato

[P]: Concentragéo de produto

A funcdo dos catalisadores, quimicos ou biologicos, é diminuir a energia de ativagao
da reacdo. Uma das vantagens do uso de catalisadores biologicos sdo as condicGes brandas de
reagdo, pois a interacdo entre a enzima e o0 substrato ocorre com uma energia de ativacao
significativamente menor que aquela entre um catalisador quimico e o reagente, com alta
atividade catalitica, mesmo em condicdes de reacdo brandas, como temperaturas abaixo de
50°C em presséo atmosferica. Ou seja, as condi¢Ges termodinamicas sdo menos adversas que

nos processos quimicos, conhecidos pelo alto consumo de energia. Assim, No processo
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catalisado com enzimas podem ser geradas, inclusive, moléculas termolabeis que as condi¢Ges
severas das transformacgdes quimicas ndo permitiriam (LEUENBERGER, 1990).

A biotransformacdo também envolve caracteristicas menos vantajosas frente a
transformacédo quimica. Apesar do menor consumo de energia gue no processo quimico, em
geral, as reacOes biocatalisadas ocorrem em tempo muito longo, devido a menor taxa de
conversdo do substrato em produto. Além disso, a estabilidade do biocatalisador é, em geral,
inferior a do catalisador quimico (LEUENBERGER, 1990). Estas caracteristias menos
favoraveis sdo compensadas pelo menor custo de separacdo e de purificacdo e maior
qualidade dos produtos obtidos (biodiesel e glicerol) que por esta razdo podem ser

comercializados com um valor mais elevado.

3.6.1 Lipases

As lipases sdo originarias de um grande nimero de bactérias, fungos, plantas e animais
(com papel fundamental no metabolismo de lipideos destes seres vivos), tendo suas
propriedades variaveis de acordo com sua procedéncia. As lipases provenientes de
microorganismos constituem um grupo de valiosas enzimas de aplicacdo tecnoldgica, devido

principalmente a versatilidade de suas propriedades (MESSIAS et al., 2011).

As lipases (E.C.3.1.1.3) sdo definidas como triacilglicerol acil-hidrolases que
hidrolisam acilglicerdis de cadeia longa, ou seja, com cadeia acila constituida por mais de 10
atomos de carbono. Enzimas que apresentam a capacidade de hidrolisar apenas acilglicerois
de cadeia com menos de 10 carbonos sdo denominadas genericamente como esterases
(JEAGER e REETZ, 1998; MESSIAS et al., 2010).

A especificidade é uma caracteristica importante das lipases. De forma geral,
quatro tipos de especificidades podem ser identificadas. A primeira, é a especificidade em
relacdo a classe de lipideos. A enzima pode ser especifica em relagéo ao tipo de éster, como
por exemplo, tri-, di- ou monoglicerideos, colesterol eéster, etc. A segunda é a
regioespecificidade, que promove a seletividade da enzima pela posicao da ligacdo éster numa
molécula. Elas sdo divididas em trés tipos: sn-1,3-especificas (hidrolisam ligacdes éster nas
posicdes R1 e R3), sn-2 especifico que atuam na posi¢do R2 e as que ndo distinguem entre as
posicOes de ligacOes éster a serem clivadas (GOT et al., 2012). O terceiro tipo é a
especificidade em relacdo ao residuo de acido graxo, na qual a lipase é especifica em relacéo
ao comprimento da cadeia ou em relagdo a presenca de dupla ligacdo nesta cadeia.

Finalmente, merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja, algumas lipases catalisam
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apenas a hidrélise ou a esterificagdo de um ou dois estereoisdmeros (VAN DER PADT,
1993).

As pesquisas relativas a producdo de lipases especificamente em meios liquidos
organicos ndo sdo recentes. Ramakrishina e Banerjee (1951) citam os trabalhos de Camus
(1897), Garnier (1903) e Werner (1907) como referéncias classicas da producao de lipases por
micro-organismos extraidos de sementes e cultivados em meio lipidico. Quanto a aplicacéo de
lipases, Forssell e colaboradores (1992) citam o trabalho de Stevenson, Ludque e Rothbart
(1979) como uma contribuicdo importante para o estudo destas enzimas como agentes de

interesterificagéo.

As biotransformacdes por lipases podem ser realizadas por meio de sintese de ésteres
para a producdo de emulsificantes (esterificacdo), pela reversdo da ligacdo éster (hidrolise) e
pela reorganizacdo dos acidos graxos na cadeia principal do TAG (interesterificacdo)
(HAMMOND E GLATZ, 1988, apud KRUGER, 2010).

Relacionando as enzimas lipoliticas as vantagens da biotransformacao, estas fazem
parte de uma categoria particularmente Gtil, uma vez que elas podem atuar em um amplo
espectro de substratos e podem ser estaveis tanto em meio organico como em meio aquoso.
Algumas das enzimas lipoliticas sdo termoresistentes e podem ser usadas em condigdes
operacionais consideradas severas para um processo de biotransformacdo (ZAKS e
KLIBANOQV, 1984). Khoramnia e colaboradores (2011) isolaram uma lipase termotolerante
usando a técnica de fermentacdo sem-isélida a partir da bactéria Acinetobacter sp. Esta lipase
é tolerante a temperaturas elevadas (70°C mantendo 63% da sua atividade), faixa de pH entre
6-11 e alto potencial para tolerancia a solventes organicos e detergentes. Os estudos mais
recentes sobre a biotransformacdo de 6leos e gorduras apresentam uma tendéncia crescente
como ilustrado nas Figuras 3.12 e 3.13. A pesquisa foi restrita ao periodo entre 1945 (inicio
temporal do registro das publicacOes cientificas pela propria base Web of Science) a 2012,
Com isso, foram gerados 14.344 registros, armazenados em um banco de artigos e
posteriormente separados por ano de publicacdo (Figura 3.13) e por pais (Figura 3.12). Na
Figura 3.13 sdo representados apenas 0s quinze primeiros paises que mais publicaram os
artigos cientificos do banco de dados gerado na pesquisa, estando o Brasil na 12° posi¢do com
569 publicacdes. Na Figura 3.12 ilustra-se esta crescente tendéncia dos esforcos cientificos

para o desenvolvimento das técnicas de catéalise enzimatica de Oleos e gorduras, sendo
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identificada uma elevacéo consideravel no numero de artigos no inicio da decada de 1990, e

outra um pouco menos significativa no final dos anos 2000 até o ano atual.
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Figura 3.12 Mapeamento do nimero de artigos cientificos e revisdo publicados a representacéo dos 15 paises que
mais publicaram documentos cientificos sobre uso de lipases em 6leos e gorduras. O Brasil é classificado como
0 12° pais nesse conjunto. Os dados foram obtidos pela pesquisa na base de dados Web of Science ®,
contemplando artigos e revisdes sobre uso de enzimas lipoliticas no periodo de 1945 a 2012, utilizando os
seguintes termos no campo de assunto (topic) em inglés: (lipase OR enzymatic-cataliz*) AND (oils OR fat OR
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Figura 3.13 Perfil de evolugdo do nimero de artigos cientificos sobre catalise enzimatica de 6leos e gorduras. Os
dados foram obtidos pela pesquisa na base de dados Web of Science ®, contemplando artigos e revisfes sobre
uso de enzimas lipoliticas no periodo de 1945 a 2012, utilizando 0s seguintes termos no campo de assunto (topic)
em inglés: (lipase OR enzymatic-cataliz*) AND (oils OR fat OR lipid), resultando em 14.344 registros.
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Esta forte tendéncia identificada na Figura 3.13 pode ser atribuida, principalmente, ao
fato de dleos e gorduras serem recursos renovaveis e importantes matérias primas para as
industrias quimica, cosmética, farmacéutica e alimenticia (CASTRO et al., 2004). Tais setores
industriais fazem uso de diferentes tipos de 6leos, com determinada especificacdo fisico-
quimica para que seja possivel obter um produto de interesse comercial (MORETTO E FETT,
1998; apud KRUGER, 2010). Sendo assim, os métodos de biotransformacgdo dos éleos e
gorduras sdo empregados para que a estrutura basica seja modificada, e aquelas moléculas que
ndo sdo degradadas no meio reacional possam ser, entdo, separadas, purificadas e aplicadas

nas areas industriais especificas.

A imobilizagéo de enzimas tem um importante papel dentro da biotecnologia aplicada,
pois permite recuperar o biocatalisador do produto da reacéo e reutilizd-lo com o objetivo de
aumentar a produtividade. A imobilizacdo, em geral, aumenta a estabilidade do biocatalisador,
pois esse é menos afetado durante o processo, se comparado a sua forma livre. Além disso, as
alteracbes estruturais bem como as modificacbes no sitio ativo podem ser evitadas
(CHRISTENSEN et al., 2003; MATEO et al., 2007).

Enzimas imobilizadas sdo definidas como enzimas fisicamente confinadas ou
localizada em uma determinada regido de espaco definida, com a retencdo das suas atividades
cataliticas, e que possa ser usada repetidamente e continuamente (TAN et al., 2010). Diversos
procedimentos para imobilizacdo de enzimas tém sido desenvolvidos, objetivando-se a
reducdo da perda de atividade catalitica durante o processo de imobilizacdo. Diante desta
situacdo alguns parametros sdo importantes, tais como propriedade do suporte (porosidade,
natureza quimica, tamanho da particula), natureza da enzima (tamanho da molécula, ponto
isoelétrico, estabilidade nas condi¢cdes de imobilizacdo). Seja qual for o método de
imobilizacdo, a principal restricdo é econémica, pois 0 custo da enzima por quilograma de
produto é em geral muito elevado se comparado com os precos dos catalisadores quimicos
(SOUZA, 2010, SEVERAC et al,. 2011).

A maioria das reacOes catalisadas por lipases utilizam biocatalisadores comerciais.
Foram catalogadas cerca de 70 lipases ja disponiveis no mercado (MESSIAS, 2010). A lipase
comercial de Candida antarctica (CALB) é produzida por fermentacdo submersa (FS) de um
micro-organismo geneticamente modificado. A CALB apresenta pouca ou nenhuma ativacéo
interfacial, elevada atividade e alta enantiosseletividade para uma grande variedade de alcodis
(KAZLAUSKAS e BORNSCHEUER, 1998). Este biocatalisador, desenvolvido pela
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Novozymes, Dinamarca, apresenta aplicagdes numa série de processos industriais, tais como
na modificacdo de 6leos e gorduras, na sintese de compostos opticamente ativos, na industria
farmacéutica, na sintese de polimeros, na sintese de ésteres usados na industria de aromas e
mais recentemente, na producao de biodiesel. Inicialmente, esta enzima foi desenvolvida para
a sintese de produtos de elevado valor agregado, onde o alto custo do catalisador tem um
impacto limitado no custo operacional (SEVERCAC et al., 2011).

3.7 Processos para obtencao de biodiesel

O processo de obtengdo do biodiesel ainda possui limitagbes, pois geram impacto
ambiental devido ao uso em grande escala de substancias quimicas agressivas (bases ou
acidos fortes). Para superar este desafio, deve-se rever o sistema produtivo e aplicar os
conceitos atuais de producdo integrada, de forma que este processo se torne ambientalmente
correto. A sustentabilidade tem sido um elemento decisivo quando se diz respeito ao ramo
energético. O Brasil, por possuir elevada participacdo de energia renovavel na matriz
energética, precisa estar comprometido com pesquisas cujo foco seja a questdo ambiental. A
discussdo sobre o biodiesel tem, portanto, destacado as oleaginosas que, além de gerar maior
ndmero de emprego aos agricultores familiares, sdo culturas sustentaveis em determinadas
regides (PESSOA et al., 2007).

A producéo do biodiesel pode ser feita a partir de rotas distintas. No presente trabalho
sera dada énfase as mais conhecidas industrialmente: esterificacdo, transesterificacdo

hidroesterificacéo.

3.7.1 Reacdo de Esterificagéo

Na producdo de biodiesel, a esterificacdo se da através da reacdo de acidos graxos
livres (AGL) com alcoois de cadeia curta. Os AGL sdo usualmente encontrados em Gleos
acidos ou oleos utilizados em frituras. Neste caso os acidos graxos livres sdo submetidos a
reacao direta com um alcool, tendo o éster como produto principal e agua como subproduto
na presenca de catalisadores acidos (PARENTE, 2003). Geralmente estes catalisadores levam
a formacdo de grande quantidade de efluentes cujo tratamento é oneroso. No caso do acido
sulfurico, por exemplo, hd problemas de toxidade, corrosdo, separacdo e reutilizacdo do
catalisador (VIEIRA, 2005).
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3.7.2 Reacdo de Hidroesterificagdo

Esse processo que também pode fazer uso de 6leo acido, é composto de duas etapas: a
primeira etapa do processo é a hidrolise dos triacilglicerdis. Em seguida, o glicerol e a agua
sdo separados do meio e os acidos graxos sdo submetidos a um processo de esterificacéo.

Estas reacOes sdo exibidas na Figura 3.14.

O
o r o
hidrolise 0 HO
+ 3 H,O 3 R—{ +
catalisador
DYD C}\T,/CJ 2l OH
R R

o O

R_< v ~Spy _Ssterificacao R ( + H,0
OH catalisador D_\

Figura 3.14 Etapas do processo de hidroesterificacdo. (a) Hidrolise dos triacilglicerois e; (b) esterificacdo dos
cidos graxos. R representa grupamentos alquila. O etanol foi utilizado como exemplo de agente de
esterificacdo. Fonte: Ramos et al., 2011.

A hidroesterificacdo € uma alternativa ao processo convencional de producdo de
biodiesel, pois favorece a utilizacdo de matérias primas contendo alto teor de &cidos graxos e
umidade. Neste caso, os triacilglicerideos presentes no 6leo serdo transformados em acidos
graxos por hidrolise (GOMES, 2009). Cavalcanti-Oliveira e colaboradores (2011) produziram
um biodiesel a partir do 6leo de soja via hidroesterificacdo no qual a primeira etapa do
processo, ou seja a hidrdlise dos triacilglicerideos, foi catalisada pela lipase Thermomyces
lanuginosus (TL 100L) para gerar os acidos graxos livres (AGL). Este passo foi seguido por
esterificacdo dos AGL’s com alcool, catalisada por acido nidbio. O melhor resultado para a
hidrolise enzimatica foi obtido sob condigdes de reacdo de 50% (v/v) de Oleo de soja e 2,3%
(v/v) de lipase (25 U/mL de meio de reagdo) em agua destilada e a 60 °C, com uma taxa de

conversao de 89% para os AGL’s apds 48 horas de reagao.

3.7.3 Reacdo de Transesterificacao

Trata-se de uma reacdo quimica, também conhecida como alcodlise entre um éster
(RCOOR’) e um alcool (R’’OH), da qual resulta um novo éster (RCOOR’’) e um novo alcool
(R’OH). Atualmente este é considerado o processo de melhor relagdo entre economia e

eficiéncia para a producdo de biodiesel em larga escala. A Figura 3.15 mostra um esquema
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simplificado de uma reacgdo de transesterificacdo onde os reagentes sdo triacilglicerois (6leo) e
metanol (citado em TAPANES, 2008).

R1-C-0OCHj
+

1]
JO-C-R! AOH
0 catslisador Halk
=——— R*C-0CH; + HC-OH

H?I:.: 1]
HC-0-C-R? + 3 CH30H

H:C.. + HaC
“So-c-r? 0 “OH
R3*-C-0OCH;
Triglicerides ou Mistura de Glicerol
Tracigliceral Esteres Alquilicos
(Cleo Vegetal) (Biodiesal)

Figura 3.15 Esquema da reacdo de transesterificacdo de um triglicerideo genérico com metanol. Fonte:
DABDOUB, 20009.

Oleos e gorduras de diversas matérias-primas oleaginosas podem ser usados como
fonte de &cidos graxos para producdo de biodiesel de acordo com a disponibilidade de cada
regido. O &lcool por sua vez é adicionado em excesso a fim de permitir a formagdo de uma
fase separada de glicerol e, devido ao caréater reversivel da reacdo, de deslocar o equilibrio
para um maior rendimento de biodiesel (DANTAS, 2010). Finalmente a catalise pode ser

acida, basica ou enzimatica (Figura 3.15).

A catélise basica € um processo utilizado quando a quantidade de acidos graxos livres
encontrada no 6leo empregado possui baixo teor (menor que 3%). Neste caso, quando se
utiliza dleos acidos ocorrem reacdes de saponificacdo, diminuindo a eficiéncia da converséo.
As bases empregadas neste processo podem ser o hidréxido de sddio (NaOH) ou de potassio
(KOH), numa razdo molar variando de 1:1 a 6:1 em relagdo ao alcool empregado
(MAIOLINI, 2009).

As especificagOes para que uma melhor converséo seja alcangada neste processo sao
que a temperatura de operacgéo varie aproximadamente de 60 °C a 70 °C e que a quantidade
de catalisador na mistura encontre-se em um limite de 0,5 a 1,0 % g/g. O uso de catalisador
em excesso pode gerar uma quantidade indesejada de agua, a qual favorece a reacdo de
saponificacdo, formando sabdes que reduzem a eficiéncia do catalisador e aumentam a

viscosidade, dificultando a separagéo do glicerol.

Quando os ésteres de glicerina possuem alto teor de AGL, 0 uso de catalisador acido

pode ser utilizado, como é o caso de 0Oleos ja utilizados para frituras, sendo o acido sulfurico
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usualmente empregado para esta conversdo. A razdo molar da matéria-prima empregada
geralmente é de 30:1 em relacdo ao alcool, estando o limite de temperatura entre 55 a 80 °C e

a fracdo na mistura para reacdo € de 0,5 a 1mol %.

O uso de catalisadores acidos apresenta-se muito mais lenta que a via alcalina,
possuindo uma conversdo de aproximadamente 99% com as dificuldades para separacdo do
glicerol similares a do processo alcalino. No caso da catalise acida, ndo ha a necessidade de

que a matéria-prima passe por um processo de secagem (MAIOLINI, 2009).

3.7.3.1 Reacdo de Transesterificacdo Enzimatica

A literatura reporta a transesterificacdo enzimatica a partir de diversas fontes de
matérias primas. Noureddini e colaboradores (2005) imobilizaram a lipase de Pseudomonas
cepacia para a producdo de biodiesel a partir do 6leo de soja. Os alcodis utilizados foram o
metanol e etanol. Neste estudo foram investigados os efeitos da concentracédo de enzima, agua
e de alcool na reacdo, bem como da estabilidade térmica e temperatura da reacdo A condicao
6tima encontrada pelos autores foram: 35 °C, 0,3 g de agua, razdo etanol 6leo 15:1 e 475 mg

da lipase, alcancando-se 67% de ésteres etilicos em 1h.

Royon e colaboradores (2007) utilizaram 6leo de semente de algoddo para a producao
de biodiesel usando a lipase imobilizada de Candida antarctica. Ap6s 24h de reacédo (50 °C),
obteve-se 97% do éster formado, quando a mistura reacional para cada grama do 6leo vegetal
continha: 32,5% de t-butanol, 13,5% de metanol, 54% do 6leo e 0,017 g/mL, de enzima.

Herndndez-Martin e Otero (2008) estudaram a sintese enzimatica do biodiesel via
alcoolise para diferentes Oleos vegetais (girassol, oliva, soja e borragem) e utilizaram as
lipases comerciais Novozym® 435 (Candida antarctica) e Lipozyme® TL IM (Thermomyces
lanuginosus). Ambas as lipases alcangcaram uma conversdo de 84% dos triacilglicerdis em
éster etilicos apds 48h (Novozym® 435) e 96 h (Lipozyme® TL IM). Os autores optaram pela
enzima Novozym® 435, uma vez que, apds nove ciclos num reator tipo batelada (25 °C), a

lipase ainda apresentava 85% da atividade inicial.

De acordo com pesquisa conduzida por Shimada e colaboradores (2002), a lipase
CALB imobilizada é inativada irreversivelmente na presenca de alcodis de cadeia curta
guando se utiliza acima de 2/3 da quantidade estequiométrica molar. Portanto, o uso de alcool
em excesso na reacao catalisada com esta lipase requer uma concentracao elevada da enzima.

Para superar estes desafios, a adi¢cdo do etanol em etapas, tempo zero e em intervalos pré-



50

definidos, foi a estratégia proposta por esses autores para manter a estabilidade do catalisador
enzimético. Os autores obtiveram uma conversdo superior a 95% com apenas 4% (m/m) da

enzima em relacdo ao substrato (6leo).

Dentre as variaveis que afetam a transesterificacdo enzimatica € possivel destacar a

presenca de agua, o efeito da razdo molar alcool/éleo e temperatura

Efeito da agua:

Para a producdo de biodiesel via catalise enziméatica em meio predominantemente ndo-
aquoso, a agua desempenha varias funcdes e tem uma forte influéncia sobre a atividade
catalitica e a estabilidade da lipase. Ativacdo da lipase pela agua envolve alteracGes
conformacionais da enzima, que dependem da disponibilidade de uma interface agua e dleo.
Estudos revelaram que a adicdo de uma pequena aliquota de agua a mistura de reacédo
enzimatica catalisada aumentou a taxa de sintese de ésteres de &cidos graxos. O teor de agua
possui um valor especifico para cada lipase e € um fator relevante de acordo com estudos de
Nourddine e colaboradores (2005). Segundo este autor, o contetdo de dgua minimo de 0,5%
em massa € necessario para promover a ativacao das enzimas em fungdo da formacéo de gotas
agua-0leo que aumentam a area interfacial disponivel. Por isso, alguns trabalhos propéem o
uso de meios com baixa umidade, para ativar a enzima. Em contrapartida, o volume minimo
de &gua para essa ativacdo equivale a pelo menos dez vezes o teor de agua permitido (500
ppm) para o biodiesel nas especificagbes de qualidade (SHIMADA et al., 2002;
HERNANDEZ-MARTINS e OTERO, 2008). E necesséario levar em consideracdo, ainda, que
algumas enzimas imobilizadas disponiveis comercialmente possuem uma quantidade
significativa de &gua em seu suporte, proveniente do processo de imobilizacdo
(NOURDDINE et al., 2005).

Efeito da raz&o molar alcool/6leo:

Uma alta razdo molar etanol:6leo, na maioria das vezes, favorece o rendimento da
conversdo em biodiesel, mas por outro lado pode inativar a enzima, em particular quando o
alcool é insoltvel na mistura reacional. Neste caso, pode ocorrer a formacao de emulsdo cuja
estabilidade depende da granulometria das gotas e, consequentemente, da intensidade da
agitacdo. No caso da mistura metanol:6leo vegetal, a 40 °C e na propor¢do molar de,
aproximadamente, 1:1 ocorre a solubilizagcdo destes. A adigdo de outro solvente organico a

esta mistura aumenta a solubilidade do alcool que, neste caso, pode ser utilizado em
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concentragdes mais elevadas, sem comprometer a atividade das enzimas (CHRISTENSEN et
al., 2003). Uma vez que o excesso de alcool é um pré-requisito de elevados rendimentos de
transesterificacdo este substrato é adicionado em varias por¢des a uma mistura de reacdo para
manter a sua concentracdo a um nivel relativamente baixo. A razdo molar 6tima dos
substratos utilizados para a sintese enzimatica de biodiesel tem de ser determinada

separadamente para um determinado sistema: alcool: éleo.

Efeito da temperatura:

A temperatura Otima para a transesterificacdo enzimatica depende da
termoestabilidade da lipase, que varia na faixa de 30 a 50 °C. Esta estabilidade varia em
funcdo da origem, sendo as lipases microbianas as que possuem maior estabilidade térmica.

No que se refere ao estado da arte, embora os estudos sobre a cultura da macauba
estejam avancando, sdo ainda poucos os trabalhos nacionais publicados sobre a caracterizacao
e a producdo de biodiesel de macauba. A Figura 3.16 ilustra o total de 36 publicacbes de

artigos internacionais entre os anos de 2000 e 2012 sobre o cultivar da macauba.
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Figura 3.16 Artigos cientificos publicados desde os anos 2000. Fonte: web of knowledge, 2013, palavra-chave:
macalba

Nascimento (2010) investigou, no mesmo laboratério da EQ/UFRJ, os melhores
pardmetros do processo de obtencdo de biodiesel usando 6leo acido de macauba a partir da
variacdo dos mesmos nas seguintes faixas: temperatura entre 35 a 50 °C, concentracdo de

enzima de 5 a 10% (m/m) e razdo Oleo:etanol de 3:1 e 6:1. Na Figura 3.17a, estdo
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apresentados os resultados preliminares para selecdo dos pardmetros operacionais de
conversdo do Oleo de macauba em biodiesel por catalise enziméatica. Neste caso, todas as
variaveis foram significativas indicando que o processo ainda necessitava ser estudado em
uma faixa mais estreita Os parametros que apresentaram uma maior conversao foram:
temperatura a 35°C, relacéo etanol 6leo 3:1 empregando 10% de enzima CALB imobilizada
em fibra de coco verde. A cinética do processo foi avaliada nas condi¢Ges operacionais
previamente otimizadas para selecdo do menor tempo associado a uma alta conversao do 6leo
bruto de macalba em biodiesel. Este resultado estad ilustrado na Figura 3.17(b) onde se

observa que o maior rendimento, 86%, foi obtido apds 96h.
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Figura 3.17 Resultados preliminares em que (a) é Grafico de Pareto de 3 parametros avaliados para obtenc¢do de
biodiesel de macauba e (b) Grafico da conversdo versus tempo. Fonte: NASCIMENTO et al., (2010).
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Nogueira e colaboradores (2010) também utilizaram o 6éleo de macaiba e etanol para
sintese enzimatica de biodiesel com auxilio de microondas. Eles compararam o rendimento do
biodiesel obtido a partir da catéalise de Novozym 435 e Lipozyme IM variando 0s parametros
tempo (5 - 15 minutos), concentracdo de enzima (2,5 — 7,5% m/m) e temperatura (30 — 40
°C). Eles concluiram que a maior conversao (45%) foi obtida quando os parametros foram no
tempo de 5 minutos, 5% m/m da CALB a 30°C.
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4 Materiais e Métodos

As principais matérias-primas utilizadas na producéo de biodiesel s&o os triglicerideos,
alcool e um catalisador. No presente capitulo serdo abordadas as matérias-primas bem como a

metodologia utilizada nos experimentos.
4.1 Macauba

4.1.1 Oleo Acido de Macalba

Os frutos usados para producédo do 6leo foram cultivados em uma plantacdo comercial
da empresa Paradigma localizada na cidade de Jabuticatubas, Minas Gerais tendo 0 peso em
média de 33 a 50 g. Manualmente os frutos foram coletados sobre o solo, apos
amadurecimento e queda natural. O 6leo utilizado foi obtido a partir da polpa (mesocarpo) por
prensagem a quente em uma prensa piloto do tipo parafuso sem fim, com uma capacidade de

100 kg/h. O o6leo foi armazenado em tanques isentos de controle de temperatura e umidade.

4.1.2 Enzima

Foi utilizada a enzima comercial imobilizada Novozym 435 (Curitiba-PR). Trata-se de
uma lipase de Candida antarctica suportada sobre resina acrilica macroporosa em uma
concentracdo 3% (m/m). O produto é comercializado na forma de pellets contendo particulas
com diametro entre 0,3 e 0,9 mm, com densidade aproximada de 0,43 g.cm™ com umidade
entre 1 e 2%. A atividade de sintese do éster pela enzima é de 10000 PLU.g™ (laureato de
propila por grama) conforme descrito nas especificagdes do produto. A escolha desta lipase se
deu pelo reconhecimento do seu alto potencial na sintese de ésteres etilicos e metilicos
(biodiesel) como reportado por diversas pesquisas (WATANABE, 1999; HERNANDEZ-
MARTIN & OTERO, 2008; SOUZA, 2010).

4.1.3  Outros Reagentes

Na sintese do biodiesel, o alcool utilizado foi etanol (99,5%, VETEC Quimica Fina
Ltda) tanto na reacdo de transesterificagdo como na hidroesterificacdo. A catélise 4cida da
hidroesterificagdo ocorreu com o Acido Nidbio (NB-340 CBMM). Para a analise de
conversdo, fez-se uso de um kit enzimatico comercial, fornecido pela Bioclin (Quibasa) cujo

método enzimatico com deteccdo colorimétrica sera detalhado na secédo 4.3.3.
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4.2 Metodologia

4.2.1 Fracionamento a seco do 6leo

O 6leo de macauba contendo uma elevada acidez foi fracionado por cristalizagdo
natural, lenta, em um Gnico estagio entre 10 e 20°C. O tempo de cristalizacdo foi de 24 horas.
A figura 4.1 ilustra o processo. Apos a cristalizacdo, a separacdo das fases foi conduzida por
decantagdo. O processo de fracionamento foi feito em triplicata. Para confirmacdo do
fracionamento, avaliou-se 0 ponto de fusdo da fase leve e pesada do éleo de macauba. A
metodologia sera descrita na se¢éo 4.2.2.3.

10— 200C Fracao
Leve
—
24h

Figura4.1  Processo de fracionamento do 6leo acido de macalba.

4.2.2  Caracterizacdo quimica e fisica do 6leo de macauba

As determinacdes das caracteristicas fisico-quimicas de um 6leo graxo para producao
de biodiesel sdo de grande importancia. Segundo Villela (2012), destacam-se os teores de
acidez (acidos graxos livres) e dgua, uma vez que estes estdo intimamente correlacionados
com a formacdo de fases emulsificantes em reacdes de obtencdo de biodiesel via catalise
alcalina.

Para avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas da fracdo leve de macalba,
utilizaram-se procedimentos e métodos analiticos estabelecidos pela Association of Official
Analytical Chemists — AOAC (2000) exceto a andlise do indice de acidez estabelecido de
acordo com a metodologia cd 3d-63 da AOCS (American Oil Chemist Societes). As
caracteristicas fisico-quimicas determinadas para fracdo leve do 6leo de macauba e seus
respectivos métodos estdo descritos na Tabela 4.1. Todas as determinacdes foram feitas em

duplicata para fase leve do 6leo de macauba extraido da polpa.
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Tabela 4.1 Caracteristicas Fisico-quimicas determinadas para fase leve do 6leo acido de macauba.

Propriedade Fisico-quimica  Método (AOAC)

Teor de agua 968.11
Ponto de fusdo 920.156

4.2.2.1 indice de acidez (1.A.)

Define-se 0 IA como o numero de mg de hidréxido de potassio necessario para
neutralizar os &cidos livres presentes em 1g de amostra. A acidez pode ser expressa também
em g de &cido oléico por cento m/m. Para esta determinagdo, dois gramas do dleo foram
pesados em erlenmeyer e acrescidos de 25 mL de uma mistura de éter etilico e etanol (2:1).
Os acidos graxos livres foram titulados com solucdo de hidroxido de potassio 0,01 M,

previamente padronizada usando solugdo de fenolftaleina 1% como indicador.

A determinacdo do indice de acidez é calculada em funcdo do volume de solugédo
basica gasta na titulacdo. Os resultados numéricos obtidos foram determinados utilizando-se a

férmula descrita na Equacéo 4.1.

V*fx0,561
[.A = L0361
Ma
onde:
V é 0 volume de KOH 0,01N consumido na neutralizacdo da amostra

f = fator de correcdo da solugdo de KOH

Ma = massa de amostra, em g

4.2.2.2 Umidade

A umidade corresponde a perda em peso da amostra quando aquecida em condicdes
nas quais a agua é completamente removida. As amostras, com massas previamente

determinadas (5g), foram colocadas em estufa com circulacio de ar por 90 minutos a 110°C.
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Logo em seguida, as amostras foram resfriadas a temperatura ambiente, em dessecador, tendo

sua massa novamente determinada. A umidade € obtida pela Equacéo 4.2.

Célculo: X =

2D 5100 Eq.42

onde:
X é aumidade, expressa em %
M; é a massa inicial da amostra, em g

Mg é a massa final da amostra, em g

4.2.2.3 Ponto de fusao

Os triglicerideos puros apresentam ponto de fusdo nitidamente definido. As gorduras
naturais, devido a natureza heterogénea de seus triglicerideos, fundem-se ao longo de uma
faixa de temperatura. Desta forma, o ponto de fusdo de uma gordura é referido a temperatura

na qual o ultimo trago solido se funde.

Mergulhou-se a extremidade de um tubo capilar no 6leo liquido até obtencdo de 5cm
de coluna. Fechou-se a extremidade oposta e resfriou-se o sistema a 0°C por um periodo de
24horas. Prendeu-se o tubo capilar a um termdmetro por meio de um anel de borracha de
modo que o bulbo do termémetro ficasse junto a substancia do capilar. Adicionou-se este
sistema a um tubo de ensaio com &gua e aqueceu-se lentamente o sistema com ajuda de uma
placa de aquecimento. O ponto de fusdo considerado foi aquele em que o sistema tornou-se

totalmente liquido.

4.2.2.4 Viscosidade

A viscosidade é a propriedade dos fluidos que mede a resisténcia ao transporte
microscopico de quantidade de movimento por difusdo molecular. Quanto maior a
viscosidade menor a velocidade em que o fluido escoa, se mantida a mesma forca de
cisalhamento. Na industria, 0 conhecimento da viscosidade se faz necessario para o projeto e
dimensionamento de equipamentos e processos que envolvam transferéncia de massa e calor
(INCROPERA et al., 2006).

Os triglicerideos se comportam como um fluido Newtoniano para taxas de deformacao
acima de 10 s™*. Portanto, o principal parametro fisico que afeta a viscosidade desses fluidos é

a temperatura. A viscosidade das amostras (fracdo leve e biodiesel de macauba) foi avaliada a
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20 e 40°C em redmetro placa e placa (Brookfield Ultra/DVD I1I) no mddulo estacionario
(Figura 4.2). A viscosidade do oOleo também foi determinada afim de estabelecer uma

comparacéo.

Figura4.2  llustracdo do redmetro usado na determinacdo da viscosidade.
Fonte:www.braseq.com.br
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4.2.2.5 Composicdo em &cidos graxos da fase leve do 6leo de macauba

A composicdo em éacidos graxos do Oleo de macauba foi determinada por
cromatografia em gasosa dos ésteres metilicos segundo a metodologia de Hartman e Lago
(1973). Inicialmente as amostras de 6leo foram pesadas, em aliquotas de 30-100 mg, em tubos
de ensaio de 20 mL com tampa rosqueavel e submetidos a etapa de saponificacdo com a
adicdo de 4 mL de solucdo de hidroxido de sodio em metanol a 0,5 mol/L. Em seguida foi
realizado o procedimento de esterificacdo das amostras com a adicdo de 5 mL da solucéo
esterificante contendo 10 g de cloreto de amdnio dissolvidos lentamente em 300 mL de
metanol, adicionado de 15 mL de acido sulfurico concentrado em pequenas por¢des sob
agitacdo. Apds a metilacdo, 5 mL de hexano foram adicionados a amostra e submetidas a
agitacdo por 10 segundos. Do sobrenadante, foi retirada uma aliquota de 3 mL, que foi
concentrada com nitrogénio gasoso, ressuspendida em 100 pL de hexano e, para a injecéo, foi

tomada uma aliquota de 1 pL.

A andlise cromatografica foi realizada em cromatografo Shimadzu, modelo GC-2010,
com injetor split/splitless e com detector de ionizacdo de chama (FID). A coluna utilizada foi
a Carbowax (30m x 0,32 mm x 0,25 um), marca Quadrex, operada nas seguintes condicdes:
isotérmico a 200 °C, injetor a 250 °C, detector a 250 °C, pressdo de gas de arraste de 1,9

mL/min e tempo de andlise de 30 minutos.

4.3 Obtencéo do biodiesel

43.1 Reacdo de transesterificacdo enzimatica

O meio reacional continha 4 gramas da fase leve do 6leo acido de macauba e etanol
(99,5°GL) que apos rapida homogeneizacdo se adicionava a enzima Novozym 435. As
reacOes de sintese do biodiesel foram realizadas em frascos erlenmeyers com capacidade de
100 mL, sob agitagdo constante de 80 rpm por um periodo de 48 h em um agitador orbital
com controle de temperatura e agitagédo (Quimis). O tempo selecionado para conversdo do
Oleo fracionado foi de 48h baseado em pesquisas de Shimada e colaboradores (2002) que
alcangou com a mesma enzima comercial conversédo em torno de 93% tendo como matéria-

prima o 6leo de soja.

Ao final da reacdo a mistura foi submetida a consecutivas lavagens com agua

destilada, utilizando-se um volume equivalente ao meio reacional (10 mL) (FUKUDA et al.,
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2001). Esta lavagem foi feita num sistema de filtracdo a vicuo para recuperacéo da enzima. A
glicerina e o biodiesel foram separados por decantacdo em funil de separacdo apds agitacéo,
adicdo de pequenas quantidades de sulfato de sddio anidro para retirada de tragos de agua do
biodiesel e repouso por pelo menos 30 minutos. A fase superior corresponde ao biodiesel de
macauba e a inferior a glicerina, etanol e agua residual. A Figura 4.3 ilustra o diagrama das

etapas da reacéo.

Figura4.3  Diagrama de blocos do processo de obtencéo de biodiesel

4.3.2 Reacdo de hidroesterificacédo

Para fins comparativos, a fase leve do 6leo de macauba foi também submetida ao
processo de hidroesterificacdo. Este processo foi realizado no Laboratério de Tecnologias
Verdes da Escola de Quimica — UFRJ e se deu em duas etapas: Na primeira etapa ocorreu
uma hidroélise do 6leo sem o uso do catalisador a 300 ° C e 1000 psi, onde se adicionou ao
copo do reator apenas o0 6leo &cido. De acordo com Gomes (2009), a agua contida em sua

composicdo foi suficiente. A Figura 4.4 ilustra o reator empregado nesta etapa do processo.

Nesta segunda etapa os acidos graxos livres do Oleo de macalba obtidos nesta
primeira etapa foram convertidos em ésteres etilicos via esterificacdo fazendo uso do
catalisador comercial Novozym 435 na proporcao de 10% m/m. A duracdo da reacdo ocorreu
em 72h, seguida de separacdo do biodiesel. Esta esterificagcdo também foi catalisada por acido
nidbio a uma concentracdo de 10% m/m, realizada a 190 ° C e 500 psi num tempo de 60
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minutos. O biodiesel obtido a partir das duas reagdes foi armazenado e resfriado a 4°C para

posterior avaliagdo do rendimento.

Figura4.4  Reator PARR Instruments usado para o processo de hidroesterificacdo

4.3.3  Determinacdo do rendimento da reacéo

Para a quantificacdo das amostras, primeiramente foi preparada a solucdo de analise,
composta de: 10 pL de amostra, 60 uL de n-Heptano e 5 mL de solucdo diluente. Essa
solucdo foi cedida pelo Laboratorio de Sistemas Particulados, Escola de Quimica — UFRJ,
para melhorar a solubilizagéo e se encontra em fase de obtencéo de patente. Dessa solucdo de
analise foi retirada uma aliquota de 100 pL e adicionado a 1 mL de reagente de analise do kit
enzimatico da Quisaba Quimica cujo método enzimatico colorimétrico, consiste em uma série
de reacOes enzimaéticas, levando a formagdo de um composto de cor cereja (Figura 4.5). A
solugédo foi levada ao banho-maria por 15 minutos a 37 °C e logo em seguida medida a
absorbéancia utilizando com branco uma solugdo composta de n-heptano, solucéo diluente e

reagente de anélise, na mesma proporc¢ao utilizada para preparacdo da solugéo de analise.
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Triglicérides + H,0O Lipoproteina . Glicerol + Acidos Graxos
Lipase g

Glicerol + ATP Glicerol Kinase Glicerol-3-Fosfato + ADP
Mg 2 ”

Glicerol 3 Fosfato + O, Glicerol Fosfato . Fosfato + H,0,
Oxidase "

Dihidroxiacetona

2H,0, + 4 Aminoantipirina + p-clorofenol  Peroxidase Cromodgeno cereja + 4 H,0
—_—

Figura4.5 Reac0es enzimdticas para formacéo de solucéo cereja. Fonte: Bioclin (2011)

Com o objetivo de criar uma curva padrao, foram preparadas misturas de fase leve do
6leo de macauba com biodiesel de macauba, simulando conversées de 100%, 80%, 60%,
40%, 20% e 0% de biodiesel. Fazendo uso do procedimento descrito acima. A partir do
resultado de absorbancia, calculamos a conversdo de acordo com a férmula abaixo uma vez
que esse composto tem absor¢do maxima em torno de 500 nm e pode ser medido
fotometricamente, onde a intensidade de cor é diretamente proporcional a concentracdo de

glicerideos na amostra (Equacao 4.3).

Conversédo (%) =[Abs—B]/ A Eq.4.3

Onde: Abs = Absorbancia
B = Coeficiente linear da curva padrédo (0,5611)

A = Coeficiente angular da curva padréo (-0,0054)

Segundo VALDEZ e colaboradores (2011) o método enzimatico colorimétrico
utilizando-se kits comerciais para esta analise € simples, rapido, sensivel, com instrumentacao

simples e baixo custo quando comparado ao método tradicional de cromatografia a gas.

4.3.4  Planejamento Estatistico

O planejamento de experimentos € uma ferramenta estatistica que tem por finalidade
desenvolver e aperfeicoar processos, pois determinam quais varidveis exercem maior
influéncia no desempenho desses. Desta forma, com o objetivo de avaliar os parametros que
maximizem a eficiéncia da conversdo enzimatica do 0leo de macaiba em ésteres etilicos, foi
elaborado um planejamento fatorial completo para avaliar o efeito das seguintes variaveis:
temperatura (T), concentracdo de enzima (C), razdo molar etanol:6leo (RM) e umidade (U).

para a reacdo de transesterificagdo enzimatica. Os experimentos foram realizados utilizando-



63

se dois niveis e um ponto central para cada pardmetro como pode ser observado na tabela 4.2.
Este planejamento teve como base dados preliminares, gerados em um planejamento fatorial
com 3 parametros: temperatura (T), concentracdo de enzima (C), razdo molar etanol:6leo
(RM) (NASCIMENTO, 2010). O teor de umidade foi calculado pela relacdo entre a massa de
agua contida no meio (6leo e etanol). Os resultados foram utilizados para avaliar a faixa de
operacdo mais apropriada para a conversdo do 6leo &cido de macauba em ésteres etilicos via

catalise enzimatica.

Tabela 4.2 Planejamento fatorial 2*, composto central, para otimizacéo do processo de conversio de 6leo de
macauba em ésteres etilicos.

Variaveis Nivel Inferior (-1)  Ponto Central (0)  Nivel Superior (+1)
Temperatura (°C) 35 42,5 50
Concentracéo 5 7,5 10
enzimatica (% m/m)

Razéo Molar 6:1 45:1 31
Etanol:6leo
Umidade (% m/m) 5 7,5 10

A partir destes limites com auxilio do programa Statistica (versdo 8.0), foi possivel
realizar a montagem da matriz de planejamento, segundo suas varidveis escalonadas na reacdo
de transesterificacdo (Tabela 4.3). As variaveis foram analisadas na forma codificada (entre -1

e +1) para normalizar a variacdo de ordem de grandeza dos parametros estudados.
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Tabela 4.3 : Matriz de planejamento fatorial 24 para as reacdes de transesterificacdo enzimatica.

Experimentos U (%) RM(mol) E(%) T°C

1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 -1
3 -1 -1 +1 -1
4 +1 -1 +1 -1
5 -1 +1 -1 -1
6 +1 +1 -1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 -1
9 -1 -1 -1 +1
10 +1 -1 -1 +1
11 -1 -1 -1 +1
12 +1 -1 +1 +1
13 -1 +1 -1 +1
14 +1 +1 -1 +1
15 -1 +1 +1 +1
16 +1 +1 +1 +1
17 0 0 0 0
18 0 0 0 0
19 0 0 0 0

Os experimentos 17 ao 19 corresponderam as triplicatas do ponto central definido pelo
planejamento. Com os resultados obtidos a partir desses experimentos foi possivel selecionar

as melhores condicGes operacionais visando a maior convers&o.
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4.3.5 Reacdo com reciclo da lipase

Nesta etapa a enzima Novozymes 435 foi reutilizada no processo de transesterificacéo
enzimatica da fracdo leve do 6leo acido de macauba nas condigdes experimentais previamente
otimizadas e descritas na se¢do 4.3.1 (Figura 4.6). Foram conduzidos 12 ciclos com a mesma

enzima de forma a avaliar a estabilidade da mesma.

Zuze

Figura4.6  Diagrama de blocos das etapas para reuso das enzimas.

4.4 Caracterizacdo do biodiesel de macauba

Com os parametros previamente selecionados, conduziu-se uma nova reagdo para
obtengdo e caracterizacdo do produto final. Foram avaliadas as seguintes propriedades do
biodiesel: indice de acidez, umidade, indice de saponificacdo, viscosidade, glicerol livre e

indice de iodo. Estas caracterizagdes sdo exigidas pela legislacdo vigente.

O biodiesel também foi caracterizado a partir do perfil graxo utilizando cromatografia
em fase gasosa.

4.4.1 Indice de iodo

Este indice é determinado pela quantidade de halogénio que reage com a amostra e €
convencionalmente expresso em massa de iodo que reage com 100 g de 6leo ou gordura.
Neste trabalho foi utilizado o Método de Wijs (AOCS, 2000), onde as amostras de 0,2 g
foram adicionadas em frascos erlenmeyer de 500 mL contendo 25 ml de tetracloreto de
carbono. Com auxilio de uma bureta adicionou-se 25 mL de solugdo de Wijs com leve
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agitacdo do erlenmeyer. A mistura de solucbes foi deixada em repouso por 30 minutos
protegido da luz. Acrescentou-se 20 mL de iodeto de potassio 25% e 100 mL de agua.
Titulou-se o conteddo do erlenmeyer com solucdo de tiossulfato de sodio 0,1N
(Na;S,03.5H,0) até obtencdo de coloracao amarelada. Juntou-se a tudo isso 1 mL de solugéo
de amido 0,5% e continuou a titular até o desaparecimento da coloracdo azul. Paralelamente
foi realizado o mesmo procedimento da titulagcdo do branco. As anlises foram conduzidas em

triplicata e os resultados numéricos foram obtidos a partir da Equacéo 4.4.

Calculo:

I = 1,28+fx(B—A) Eq. 4.4
M

onde,

Il = indice de iodo (g/100g)

B = Volume (mL) de solucdo de Na,S,03.5H,0 0,1N gasto na titulacdo da amostra
A =Volume (mL) de solucdo de Na,S,03.5H,0 0,1N gasto na titulacdo do branco
f = fator de correcdo da solucdo tiossulfato de sédio 0,1N

M = massa da amostra (g)

4.4.2 Glicerol Livre

Dentre todos os procedimentos disponiveis para analise de glicerol livre, o método
cromatografico oferece o melhor desempenho analitico. A cromatografia a gas (CG) ¢ a
técnica recomendada pela ANP para a determinacdo de glicerol livre e total em biodiesel, pois
apresenta boa precisdo para a quantificacdo de componentes minoritarios. O método seguido
foi ASTM D6584.

4.4.3 Indice de Saponificacio

O indice de saponificacdo é a quantidade de hidroxido de potéssio necesséria para
saponificar 1g de 6leo ou gordura. E indicativo do comprimento de cadeia de acido graxo. O
indice de saponificacdo é inversamente proporcional ao peso molecular medio dos residuos

dos acidos graxos dos glicerideos presentes.
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O indice de saponificacdo foi determinado segundo o método descrito pela AOCS
(2000) onde 0,5g de amostras foram adicionados a erlenmeyers de 100 mL e em seguida
saponificadas com solucéo alcodlica de KOH 4% m/v e posteriormente titulada com solucgéo

de HCI 0,5N. As analises foram em triplicata e os resultados numéricos foram obtidos a partir

da Equacéo 4.5.
Célculo:
56,1*N*x(B—A
IS = (B—4) Eq. 4.5
M
onde,

IS = indice de saponificacdo (mg KOH/g amostra)

N = normalidade da solu¢cdo de HCI devidamente padronizada
B = volume de HCI gasto na titulagdo do amostra (mL)

A = volume de HCI gasto na titulacdo da branco (mL)

M = peso da amostra ()
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5 Resultados e discussao

51 Fracionamento a seco

Apbs resfriamento por 24 horas, o fracionamento a seco do Oleo forneceu fracdes
solidas e liquidas bem distintas (Figura 5.1(a)), o que facilitou sua decantacdo e
consequentemente a sua separagdo. A fase solida com alto ponto de fusdo (acima de 35 + 1
°C) e a fase leve com baixo ponto de fusdo (16 £ 1 °C) e na Figura 5.1(b) ilustra-se a
distribuicdo das massas para as fraces pesadas e leves obtidas no processo de fracionamento
a seco. Estes resultados indicam que a fase leve € composta majoritariamente de acido oléico
(C18:1), cujo ponto de fusdo e aproximadamente 16°C. Rodrigues (2007) avaliou em 24 °C o
ponto de fusdo do dleo de macauba extraido da polpa (mesocarpo). A fase leve, obtida neste
trabalho, apresenta ponto de fusdo mais apropriado para producdo de biodiesel destinado aos
paises de clima frio. Além disso, o fracionamento do 6leo acido da polpa de macauba deu
origem a produtos com diferencas sensoriais (cor e textura) importantes. Essas diferencas
podem ser usadas como vantagem para formulagdes especificas em diferentes setores

industriais.

Todos os resultados apresentados se referem a fase leve do 6leo de macauba.

80,00% -
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00% -

66,70%

33,10%

Fase Leve Fase Sdlida | (b)

Figura 5.1 Fases liquida e s6lida do 6leo acido de macatba (a) e distribuicdo percentual da massa apds
fracionamento (b).
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5.2 indice de Acidez (1.A))

A fracdo leve do 6leo da polpa de macalba usado neste trabalho apresentou indice de
acidez de 6,7 + 0,5 mg KOH/g de amostra; valor elevado quando comparado ao valores
reportados na literatura. A Tabela 5.1 apresenta alguns valores reportados na literatura. Nota-
se que Silva (2009) e Mello (2010) encontraram valores inferior ao deste trabalho,
confirmando a rapida degradacdo do Oleo por acdo enzimatica A Figura 3.10 ilustrou a
disposicao dos frutos pds coleta em um dos galpdes da empresa fornecedora do 6leo para o
presente trabalho. O condicionamento improprio dos frutos pode justificar que a alta acidez
do Oleo estd relacionada a fatores como: contato direto com micro-organismos, elevada
umidade da polpa e acdo das enzimas enddgenas durante o armazenamento que promovem

e/ou aceleram a hidrdlise dos triglicerideos.

Tabela 5.1 : Valores de indice de acidez reportados na literatura para o 6leo de macaiba

IA (mg KOH/g 6leo) Referéncias
30 Rodrigues (2007)
0,2 Silva (2009)
30 Nascimento (2010)
0,82 Mello (2010)
27,22 Ferrari et al., (2011)

Elaborado pelo autor.

5.3 Teor de 4gua

A umidade do 6leo foi de 22 + 0,2 %. Este valor elevado deve-se a grande quantidade
de agua (cerca de 15 %) que fica retida na polpa ap0s a etapa de secagem, necessaria para
viabilizar a extracdo mecénica do 6leo. Comparando-se com dados da literatura verificou-se
que o valor obtido estd de acordo com o encontrado por Silva (2009) que reportou uma
variacdo entre 10 a 25%. No entanto, este € um valor inferior ao encontrado por Silva e
colaboradores (2008) (34,3 = 0,13 %). A presenca de agua até uma concentracdo especifica no
oleo é também fundamental para aumentar a eficiéncia do transporte de massa e energia e

viabilizar a etapa de esterificacdo enzimatica (SHIMADA et al., 2002)

5.4 Composicdo em acidos graxos majoritarios do 6leo de macauba

Na Tabela 5.2 compara-se a composicdo em acidos graxos do 6leo da polpa de

macauba utilizado neste trabalho com dados reportados na literatura. Observa-se a
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predominancia dos acidos graxos oléico, linoleico e palmitico. Os resultados obtidos estdo de
acordo com estudos feitos por MARIANO (2011). As diferengas encontradas se devem a
variacdo natural nas caracteristicas quimicas de produtos de origem vegetal. Adicionalmente,
estes resultados indicam uma semelhanca quimica importante entre o 6leo da polpa de
macalba e o 6leo de palma o que explica a similaridade entre as propriedades fisicas e

quimicas destes dessas duas matérias-primas.

Tabela 5.2 Composicdo em percentual de acidos graxos majoritarios do dleo acido de macauba.

Acido Graxo Nomenclatura Neste trabalho Mariano, 2011

C12:.0 Laurico * *
C16:0 Palmitico 18,92 18,7
C18:0 Esteérico 2,55 2,8
Total de 21,47 21,5
saturados
Cil6:1 Palmitoléico 2,12 4,0
C18:1 Oléico 60,81 53,4
C18:2 Linoleico 14,31 17,7
C18:3 Linolénico 0,94 1,5
Total de 78,18 76,6
insaturados

*N3ao identificado

Como observado na Tabela 5.2, o 6leo de macauba possui uma quantidade importante
de é&cidos graxos poliinsaturados (15,25 %). Este 6leo é, portanto, mais propenso aos
processos oxidativos (KNOTHE, 2003, MELO 2010). O acido linoleico e linolénico sdo 50 e
100 vezes menos estavel que o &cido oléico, respectivamente (DANTAS, 2010). Os pontos
mais propensos a oxidacdo nos &cidos graxos insaturados, podem ser visualizados na Figura
5.2.



71

Acido Oléico

O
17 16 13 12 10 & T 5 3
B L o NN
16 y - - 5 4 2
14 11 B

Acido Linolgico

Acido Linolénico

Figura 5.2 Posices nas cadeias dos acidos graxos mais suscetiveis a oxidagéo.
Fonte: DANTAS, 2010.

55 Conversao enziméatica

As etapas do processo de obtencdo de biodiesel via transesterificagdo enzimatica estéo
ilustradas na Figura 5.3 na qual foi destacada a etapa de reacéo, filtracdo e separagédo. Pode-se
observar que a separacdo de fases é de facil visualizacdo e que a fase aquosa, contendo a
glicerina, tem uma aparéncia bem mais clara que a dos processos convencionais cuja glicerina

apresenta uma cor amarelo forte, indicando uma contaminagdo com o catalisador.

()

Figura 5.3 Etapas da sintese de biodiesel enzimatico, onde: (a) Sistema reacional no shaker; (b) Enzimas no
funil de Buchner apds etapa de lavagem e (c) Etapa de separacéo e purificagdo do biodiesel.
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A selecéo dos parametros selecionados para avaliar a bioconverséo teve como base 0s
trabalhos de Nascimento (2010) e Shimada (2002). Segundo estes autores, a conversdo do
o6leo bruto de macaiba em biodiesel depende significativamente dos parametros: temperatura,

razdo molar etanol:éleo, concentracdo de enzima e umidade.

Os resultados obtidos a partir do planejamento fatorial estdo apresentados na Tabela
5.3. Observa-se que a maior conversdo alcangada, 96%, ocorreu nas seguintes condic¢oes
reacionais: temperatura de 50 °C, umidade a 5%, razdo molar etanol:6leo de 6:1 e
concentracdo de enzima de 10% m/m do 6leo. Os graficos ilustrados nas Figuras 5.4 a 5.10

servirdo de apoio para discutir os resultados obtidos no presente trabalho.
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Tabela 5.3 Planejamento fatorial 2* do biodiesel enzimético obtido a partir da fragdo leve do 6leo &cido de
macauba.

T(C) U (%) RM E (%) Converséo Erro (%)

(mol) Biodiesel (%0)
35 5 6:1 5 75,185 3,727
35 10 6:1 5 77,644 1,394
35 5 6:1 10 86,316 0,155
35 10 6:1 10 85,466 1,600
35 5 3:1 5 73,800 1,350
35 10 3:1 5 79,343 0,155
35 5 3:1 10 57,440 2,293
35 10 3:1 10 88,193 3,029
50 5 6:1 5 91,143 2,877
50 10 61 5 73934 2636
50 5 6:1 10 96,060 5,170
50 10 61 10 75185 3,712
50 5 3:1 5 92,350 0,279
50 10 3:1 5 42,242 1,229
50 5 3:1 10 92,797 0,967
50 10 3:1 10 66,827 0,739
42 5* 7,5 45:1 7,5 56,814 3,976
42 5* 7,5 4,5:1 75 56,814 1,478
42 5% 7,5 45:1 7,5 56,814 0,937

*Ponto central em triplicata

A partir da andlise estatistica, pode-se constatar que a eficiéncia dos processos de
esterificacdo e transesterificacdo do dleo de macalba por catdlise enzimatica depende
fortemente da interacdo entre a temperatura de reacdo e a quantidade de &gua no meio
reacional. Este fato pode ser observado de forma mais clara na Figura 5.4. Além disso, a
concentracdo de lipase e temperatura ndo apresentaram efeitos significativos, na faixa
analisada. Isto ocorreu provavelmente devido a escolha de uma faixa previamente selecionada
para catalise enzimatica do 6leo de macauba (NASCIMENTO, 2010).
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Figura 5.4 Gréfico de Pareto relativo aos efeitos dos parametros independentes bem como a interacéo entre eles

O gréfico de superficie de resposta mostrando o efeito da temperatura e umidade na

conversdo estdo apresentadas na Figura 5.5, na qual observa-se que a conversdo aumentou

guando o teor de agua no meio reacional decresceu de 10 para 5% e a razdo molar etanol:6leo

aumentou de 3 para 6.

Fitted Surface; Variable: Converséo Biodiesel %
2**(4-0) design; MS Residual=126,2229
DV: Converséo Biodiesel %

110

u, lgsgm'ﬂ @Qa\mo
3

0,34
4 0,28 0,30 535
016 020 ‘0 220.24 0.26
018 0, Razio Molar

Figura 5.5 : Superficie de resposta da temperatura e teor de agua

-0
<74
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No gréfico da Figura 5.6 mostra-se que os valores observados estdo distribuidos de

forma nédo tendenciosa (sem viés) acima e abaixo da reta de 45°.

Valores observados X Valores preditos

Variavel dependente: % Converséo Biodiesel

105

Predicted Walues

45 +
40

30 40 50 60 70 80 90 100 110
Valores Observados

Figura 5.6 : Valores estimados versus valores observados

A influéncia do teor de 4gua pode ser também observada na Figura 5.7 na qual se pode
observar, a partir dos efeitos marginais, um decréscimo na conversdo maxima de 83,1% para
74,2% quando o teor de agua passou de 5 para 10% confirmando que embora a presenca de
agua no meio favoreca a solubilizacdo da enzima, o seu excesso inibe a etapa de esterificacdo

(obtencdo do biodiesel).

As lipases possuem uma caracteristica particular de agir na interface de uma solucéo
aquosa e uma fase organica, de modo que a atividade da lipase geralmente depende da area
interfacial. A 4gua promove um aumento na area interfacial disponivel, mantendo, assim, a
atividade da lipase. Contudo, o excesso de agua pode favorecer as reacOes de hidrélise
enzimatica, sendo estas indesejadas no processo de transesterificacdo. Por conseguinte, o teor
de &4gua 6timo, necessario para maximizar a atividade catalitica, depende da matéria-prima, da

lipase, do suporte imobilizado e do solvente organico utilizado (TAN et al, 2010).

Para a enzima comercial CALB 435, Hernandez-Martins e Otero (2008) sugerem que,

para assegurar uma producédo elevada de biodiesel, nenhuma &gua extra deve ser adicionada
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ao sistema, confirmando o resultado encontrado neste trabalho, no qual o nivel inferior do

parametro umidade (5%) considerou apenas a agua retida no éleo.

Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)
DV: Converséo Biodiesel %
Design: 2**(4-0) desian
NOTE: Std.Ens. for means computed from MS Error=126,2229
90
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Figura 5.7 Efeito da umidade na conversdo do dleo &cido de macalba em biodiesel

Pode-se ainda observar, na Figura 5.8, que o acréscimo de 15°C na temperatura ndo
apresentou um aumento significativo no rendimento do processo. Resultado reportado por
Souza (2010) confirma que a enzima CALB 435 possui atividade 6tima entre 40 e 60 °C.
Como a faixa de trabalho selecionada esta dentro desta faixa, confirma-se o resultado néo

significativo no que diz respeito a variacao deste parametro.

84
82
80

78 (/

76

Converséo Biodiesel %

72

35°C 50°C
Temperatura

Figura 5.8 : Efeito da temperatura na converséo do 6leo acido de macaiba em biodiesel.

A influéncia da razdo molar € apresentada na Figura 5.9 na qual se pode observar um
acréscimo na converséo de 74,79% para 84,26% quando a razdo molar passou de 3:1 para 6:1.
Este resultado é similar ao reportado por Hernandez-Martins e Otero (2008) para a CALB

435. Estes autores observaram que um volume elevado de alcool € necessario para manter a
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homogeneidade da suspensdo contendo o biocatalisador e indicam que um aumento na razéo
molar de 0,333 para 2 pode elevar a conversao de 83 para cerca de 100%. Este
comportamento pode ser explicado pois a CALB 435 possui alta resisténcia a desativagéo.
Esta enzima é mais robusta na presenca de alcoois de baixo peso molecular, facilitando assim
a sua capacidade de catalisar a transesterificacdo por tempo mais prolongado. Além disso, a
presenca de um excesso de &lcool mantém o glicerol em solugdo, reduzindo assim a
desativacdo da lipase imobilizada por um sub-produto da reacdo (SHIMADA et al., 2002).
Shimada e colaboradores (2002) relataram que no que diz respeito ao tipo de alcool, o
etanol é mais indicado que o metanol. Além dos motivos ambientais previamente conhecidos,
o glicerol gerado na reagéo se mistura ao metanol para formar uma segunda fase no sistema
reacional. Sendo assim com uma concentracdo reduzida deste alcool no meio ha uma
consequente reducdo da conversdo alcancada (HERNANDEZ-MARTINS E OTERO, 2008).
Uma sugestdo de Shimada e colaboradores (2002) para uso do metanol é a adicdo deste
reagente em 3 ciclos. Estes autores mostraram que quando o metanol é adicionado no modo

batelada alimentada a conversdo com a lipase CALB 435 atinge valores acima de 90%.

Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)
DV: Convers&o Biodiesel %
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Figura 5.9 : Efeito da razdo molar na conversdo do 6leo &cido de macadba de biodiesel.

Como esperado, a partir da avaliacdo do grafico de pareto, a concentra¢do de enzima
foi relevante neste trabalho. Neste caso, quando se variou a concentracdo de enzima de 10

para 5%, o rendimento diminuiu apenas em 6% (Figura 5.10).

Quando se compara 0 consumo da enzima por massa de produto, obtido no presente

trabalho com o mesmo parametro reportado para conversdo enzimatica do 6leo de soja no
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estudo de Hernandez-Martins e Otero (2008), observa-se que os valores foram,
respectivamente, 0,11 e 0,56 g enzima/g biodiesel. Este resultado indica que o custo da
enzima estimado para producdo do biodiesel de 6leo de soja é cerca de 6 vezes maior que 0
custo estimado para o biodiesel produzido a partir do 6leo acido de macauba. Este é um
resultado relevante para a viabilizacdo econdmica do processo enzimético pois o preco da

enzima é um fator limitante para implantagdo do processo em escala comercial.

Plot of Marginal Means and Conf. Limits (95,%)
DV: Converséo Biodiesel %
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Figura 5.10 : Efeito da concentracdo de na conversdo do dleo &cido de macauba de biodiesel
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5.6 Avaliacéo da hidroesterificagéo

Os resultados do processo de hidroesterificagcdo estdo apresentados na Tabela 5.4 onde
a hidrolise, seguida de esterificacdo catalisada por acido apresentou conversdo de 78% em um
tempo reacional de 60 minutos enquanto que a esterificacdo ndo catalisada apresentou
conversdo de 22%. Usando a mesma matéria—prima (fase leve do 6leo de macalba), a
transesterificacdo via catalise enzimatica apresentou uma conversao de 82%. O valor de
conversdo inferior encontrado € justificado pela alteracdo do &lcool de baixo peso molecular
utilizado. Hernandez-Martins e Otero, (2008) compararam o uso do metanol e etanol para
obtencdo de biodiesel via catélise enzimatica e observaram que o metanol tem um efeito mais
negativo na atividade do biocatalisador que o etanol. Em se tratando da Novozymes 435, a

reducdo da atividade enzimatica pode chegar a 12%, segundo 0s mesmaos autores.

Tabela 5.4 Conversdo de biodiesel por hidroesterificacdo

Esterificacdo com catalise Esterificacdo sem catalisador
acida
Hidroesterificagio 78% 22%

Apesar do tempo da hidroesterificacdo (72h) ser superior ao da transesterificagao
(48h), as condicOes operacionais devem ser levadas em consideracdo. Reacdes que exigem
pressdo e temperaturas elevadas necessitam de equipamentos de custo elevado. Por ser feita
em condi¢cBes mais brandas tanto de temperatura como de pressdo, o biodiesel obtido por
transesterificacdo é mais limpido por ndo possuir compostos de degradacdo. A Figura 5.11

ilustra tal observacao.



Figura 5.11 Aspecto visual do biodiesel obtido via hidroesterificacdo acida (a,b) e via transesterificacdo
enzimatica (c,d).

80
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5.7 Estabilidade da enzima Novozymes 435

Na Figura 5.12 estdo apresentados os resultados obtidos para conversédo da fragéo leve
do 6leo de macauba durante doze ciclos sucessivos usando as condi¢cdes otimizadas. N&o
houve uma variagdo significativa na conversdo entre o primeiro e o décimo ciclo de acordo
com analise de variancia e teste de Fisher (p<0,05). Este resultado foi também observado por
Hernandez-Martin e Otero (2008). Os autores constataram que a enzima CALB 435 preserva
85% de sua atividade inicial apos 9 ciclos de sintese de biodiesel de soja, logo € provavel que
esta enzima ndo sofra desativacdo significativa na presenca de etanol. Do ponto de vista

econdmico a reutilizacdo de catalisadores bioldgicos reduz os custos e pode tornar viavel a

6 7 8 9

Numero de ciclos

insercdo da rota enzimética de forma industrial.
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Figura 5.12 Resultados de conversdo apés 12 ciclos de reutilizagdo da enzima imobilizada. As barras verticais
representam o desvio padrdo em cada medida

Conversao (%)

10 11 12

Shimada e colaboradores (2002) e Dhake e colaboradores (2012) estocaram sob
refrigeracdo as lipases reutilizadas (CALB e Steapsin) de forma a determinar a vida util das
mesmas. Eles observaram, respectivamente, que apds 100 e 90 dias as enzimas mantiveram

suas atividades praticamente inalteradas.
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5.8 Caracterizacdo do biodiesel de macauba

Um grande desafio que se enfrenta é a verificacdo da qualidade do biodiesel, uma vez
que o mesmo possui facilidade na producdo e ampla variedade de oleaginosas para ser

utilizada como mateéria prima.

Na Tabela 5.6 encontra-se o perfil graxo do biodiesel e na Tabela 5.7 suas
caracteristicas fisico-quimicas. A porcentagem de éster originado dos é&cidos graxos
insaturados se encontra em maior quantidade (78,78%). Nota-se como esperado que 0
biodiesel possui caracteristicas similares a matéria prima oleaginosa de origem, ou seja, maior
porcentagem de oleato de etila (54,86%). O &cido oleico é um &cido graxo monoinsaturado
(Figura 5.2) que se encontra em grande quantidade no 6leo de macauba, conforme perfil

graxo apresentado na secéo 5.4.

Tabela 5.5 Perfil graxo do biodiesel de macaiba

Ester de Etila Porcentagem de cada pico
Laurato 1,19
Miristato 0,852
Palmitato 13,2
Estearato 0,950
% Saturados 16,1
Palmitoleato 1,99
Oleato 54,9
Linoleato 20,4
Linoleneato 3,66

% Insaturados 80,9
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Tabela 5.6 Parametros fisico-quimicos do biodiesel obtido

Proriedade Fisico-quimica Unidade B:gglzsgége L}Ai‘rplil_:[,e
indice de Acidez mg KOH/g 1,8 Max. 0,8
Umidade % 19,2 0,035
indice de Saponificacio g KOH/100 g 206 *
Viscosidade cinematica a 40 °C mm?/s 3,2 03 - 06
Glicerol Livre % m/m 0,018 Max. 0,2
indice de lodo 9/100g 75 *

* Limite ndo estabelecido pela ANP.

Os valores encontrados para o IA estdo acima do permitido pela legislagdo. Uma
possivel solucdo para superar esta dificuldade é adocdo da metodologia proposta por
Hernandez e Otero (2008) e Shimada (2002) pode ser adotada. No caso do 6leo acido de
macauba, a reacdo deve ser conduzida em 3 ciclos de 16 horas, mantendo-se a mesma razao
etanol:6leo e mesma concentracdo de enzima do processo proposto neste trabalho. A adicdo

da enzima e etanol em estagios pode aumentar a taxa de conversao da Novozymes 435.

O teor de umidade foi relativamente alto. Este resultado se deve ao teor de umidade
das matérias-primas (22%) e da fracdo residual da agua utilizada na lavagem do catalisador
durante a etapa de separacdo. Uma solucdo para reduzir a umidade do éster seria uma etapa de
aquecimento seguido de filtracdo do produto através de um adsorvente comercial como, por
exemplo, o Magnesol ® (FACCINI, 2008).

O indice de saponificacdo ¢ um indicativo do comprimento da cadeia de &cido graxo.
No caso do biodiesel ndo existe especificacdo para esta propriedade. Neste trabalho o valor
encontrado foi de 206 mg KOH/g (6leo). Valores similares foram reportados por SILVA
(2009) e MELO (2012), 201,13 e 215,13 mg KOH/g(6leo), respectivamente usando o 6leo

bruto de macaiba como matéria-prima.

Reduzir a viscosidade do 6leo vegetal é uma das principais vantagens de producdo do
biodiesel para uso em motores do ciclo diesel. A elevada viscosidade gera dificuldades
operacionais tais como heterogeneidade na combustdo e deposicdo de residuos dentro do
motor (LOBO, 2009). Como esperado, houve uma reducéo significativa da viscosidade do

biodiesel se comparado a do 6leo &cido de macauba (Tabela 5.8).
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Tabela 5.7 Valores da Viscosidade Cinematica a 20 e 40° C.

Viscosidade (mm?/s) 20°C 40°C
Oleo 4cido de macauba 157,5 29,8
Biodiesel 55 3,2

O valor mais baixo encontrado neste trabalho para a viscosidade cinematica do 0leo de
macauba a 40 °C (29,8) quando comparado com o reportado por Andrade e colaboradores
(2010) (46,4 mm?/s), pode ser explicado pelo menor teor de &cidos graxos saturados
encontrados na fracao leve do leo usado neste trabalho.

A viscosidade do biodiesel € proporcional ao comprimento da cadeia e ao grau de
saturacdo. Os valores obtidos no presente trabalho estdo dentro dos limites estabelecidos pela
ANP (CARVALHO JR., 2010).

O glicerol livre (subproduto da reacdo) depende da eficiéncia do processo de
separacdo dos ésteres. Um alto conteddo de glicerol pode causar problemas que vdo desde a
formacdo de cristais, crostas no interior do tanque de armazenamento do combustivel,
contribuindo para a formacdo ou depdsitos de residuos nos pistées, injetores, valvulas, anéis,
filtros e entupimentos nos bicos injetores diminuindo a vida util do motor (MELLO, 2012). A
guantidade encontrada de glicerol foi de 0,018%, inferior ao valor limite permitido pela
legislacdo (0,02%).

Valores elevados para o indice de iodo (II) podem indicar maior probabilidade de
ocorréncia dos processos oxidativos na molécula do &cido graxo insaturado. Os acidos graxos
contendo ligagdes duplas carbono-carbono reagem com iodo, de modo que, quanto maior o

namero de insatura¢es maior é o indice de iodo (MELO, 2010).

O valor encontrado para o Il, no presente trabalho, foi de 75 g/100g, proximo aos
valores reportados para o biodiesel de palma e soja, respectivamente, 61,97 e 135,4 g/100g. A
determinacdo do indice de iodo apesar de ainda ndo possuir limites estabelecidos, é uma
importante andlise no controle de qualidade do biodiesel, pois esta relacionada com a
estabilidade oxidativa (LEAL, 2008; KAZITORIS et al., 2011).
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6 Conclusdes e Sugestdes

6.1 Considerac0es Finais

Para alcancar os objetivos deste trabalho utilizou-se o 6leo vegetal de macadba de
baixa gqualidade de forma a viabilizar um processo sustentavel, para obtencdo de biodiesel.
Para este fim, foram utilizadas a fase leve do dleo acido de macauba, fracionado a seco, e uma

enzima comercial Novozymes 435 (Novozyme®).

Nas condic¢des selecionadas para os parametros da reagdo, obteve-se uma conversdo de
96% na formacdo do éster etilico (biodiesel). Este resultado € superior aos resultados
reportados para obteng@o de biodiesel pelo processo de hidroesterificacdo, usando o mesmo
6leo como fonte de acidos graxos. As variaveis mais relevantes da reacdo foram a combinacgéo

de temperatura e umidade, seguida da razao molar etanol:6leo

A producdo do biodiesel de macauba usando a fase leve do éleo, fracionado a seco,
alcancou maior taxa de conversdo se comparado aos dados reportados na literatura para o 6leo
bruto de macalba. Este resultado confirma a hipotese que esta fracdo leve favorece a

formacéo do éster devido maior concentracdo de AGL no meio.

A qualidade e conversdo final do 6leo acido de macauba por catélise enzimética (82%)
foi ligeiramente superior a obtida por hidroesterificacdo (78%).

Para efeitos comparativos, tanto o 6leo acido quanto seu respectivo biodiesel
apresentaram caracteristicas similares as encontradas na literatura. O biodiesel obtido, se

refinado para reduzir umidade e indice de acidez, podera atender as especificacbes da ANP.

Embora a rota enzimatica ndo possa competir economicamente com a
transesterificagdo quimica, a tecnologia desenvolvida no presente trabalho pode
gradativamente substituir a rota convencional dado o crescente interesse pela utilizagcdo do
biodiesel e a exigéncia, dos 6rgdos de protecdo ambiental, na implementacdo de processos

industriais menos poluidores.
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6.2 Sugestdes

Usar a técnica de reagdo em estagios de forma a minimizar o tempo de reagdo e

possibilitar o uso do processo em escala comercial.
Usar o processo de catalise enziméatica combinada com a hidrdlise prévia do 6leo.

Determinar a estabilidade da lipase a partir de um estudo com maior nimero de ciclos

possiveis.
Refino do biodiesel bruto e analise dos indices da ANP.

Avaliar a pureza do glicerol obtido de forma a caracteriza-lo como grau farmacéutico.
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Anexos

Fitted Surface; Variable: Conversdo Biodiesel %
2**(4-0) design; MS Residual=126,2229
DV: Conversédo Biodiesel %
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