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Resumo: O biodiesel é um combustivel que pode ser sietgtizpor meio de matérias-primas animais e
vegetais. A hidroesterificacdo é uma das rotazatih para sua producédo. Esse processo envolvetapa de
hidrélise seguida de esterificacdo e pode serisathl por enzimas (lipases), que apresentam unacidape
Unica de agir apenas na interface agua/dleo. @uikaenquanto oleaginosa, é visto como matériagpdevido
a sua cultura economicamente viavel nos sistemasatieicdo e suas caracteristicas benéficas a dastielos
demostram que a utilizacdo de ultrassom é capaproduzir efeitos positivos em reacdes de hidrélise,
aumentando a superficie de contato entre a agudleooEsse trabalho teve como objetivo avaliarflaéncia
da fragdo enzima/substrato e da temperatura na e@hidrolise enziméatica do 6leo de girassoljzatido a
Fosfolipase A (Lecitase Ultra), assistida por ultrassom atraleéam delineamento central composto rotacional.

Palavras-chave:Biodiesel; planejamento experimental; DCCR.

Abstract: Biodiesel is a fuel that can be synthesized bynahand vegetal sources. Hydroesterification isane
the most used methods for its production. This @sec involves hydrolysis and esterification reaxsj and can
be catalyzed by enzymes (lipases) capable of ctteray with the water/oil interface. Sunflower, @s oilseed,

is seen as a source due to being economicallyevialiproduction systems and having beneficial hefelitures.
Studies show that ultrasound produces positiveceffén hydrolysis reactions, increasing surfacetacin
between water and oil. This study goals were tduewa the influence of enzyme/substrate ratio antperature
on enzymatic hydrolysis of sunflower oil, using Bpolipase A (Lecitase Ultra), assisted by ultrasound,
through experimental design.

Keywords: Biodiesel; experimental design; CCD.

1 INTRODUCAO

O girassol Helianthus annuus) € uma planta nativa da América do Norte. Essa
cultura se desenvolve bem na maioria dos soloswdgniaveis, podendo ser cultivada em
praticamente todo o territério nacional (EMBRAPAQ12). O desenvolvimento dessa
oleaginosa em diversas regides brasileiras ocaveald a algumas de suas particularidades
agrondmicas, tais como, resisténcia a fatores iabgt facil adaptacdo, curto ciclo
reprodutivo, época de semeadura favoravel e crescg@manda do setor industrial e
comercial. A cultura do girassol é uma importaieraativa econémica com relagcéo a outras
culturas produtoras de gréos (SILVA, 2005).
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Um dos 6leos mais utilizados no mundo é o 6leoidssgpl e se destaca por ser uma
planta onde quase tudo se aproveita (GAZZGdtAal., 2012). Além de suas aplicacdes
alimenticias, o 6leo de girassol também atua coma alternativa atual para a producéo de
energia, ja que pode ser utilizado como matérimgppara a producao do biodiesel. No Brasil
existem diversas pequenas industrias que estdegzamdo a oleaginosa para esse fim. No
entanto, esse tipo de finalidade €, ainda, bastacifgente (LEITEet al., 2005).

Os Oleos e gorduras sao substancias insoliveis goma &ue consistem
predominantemente por ésteres de glicerol e agos (VOLL, 2011). Mais de 95% dos
Oleos e gorduras sdo constituidos por triacilgliser A fracdo restante € composta
predominantemente por monoacilgliceréis, diacikgidis, acidos graxos livres, proteinas,
esteradis, vitaminas e tocoferois (FARIA et al., 208IDALGO; ZAMORA,

2003).

A busca por combustiveis alternativos que possdustisuir o diesel por biodiesel em
motores de combustdo interna, visando adotar alesnergias limpas e renovaveis, tem se
tornado essencial. As vantagens de um combustiveladlo de Oleos vegetais sao iniUmeras,
como por exemplo, ser biodegradavel, seguro, n&ieaoconter quantidades de enxofre
insignificantes e sua maior lubricidade aumentasida util dos motores diesel (GOMES,
2009).

Dentre as rotas alternativas de obtencdo do biediashidroesterificacdo mostra-se
como uma opg¢ao promissora e consiste do procedsimdise seguido de uma esterificacao.
A hidroélise é uma reacdo homogénea que acontefasaagua-0leo. A medida que a reacgio
prossegue, acidos graxos sao produzidos, gerandstras com maior indice de acidez
(PUPOet al., 2011).

A reacao é reversivel; na pratica, a hidrélisevériecida por uso excessivo de agua,
altas temperaturas, pressdo e acdo de enzimastidg®l ou catalisadores quimicos
(GUNSTONE & NORRIS, 1983; SWERN, 1964). Os acidosxgs sao acidos carboxilicos
cujas cadeias possuem entre 4 e 36 carbonos (BQEEIBBIO, 2003).

Acidos graxos servem de substratos para inimenmufms, além de outras diversas
aplicac6es industriais. Seu uso como substrato gradutos alimenticios exige alta pureza,
dificilmente alcancada em sua producado utilizandtalisadores quimicos. Ja a catalise
enzimética torna a reagdo seletiva, gerando agdmsos com grande grau de pureza. As
Lipases (glicerol-éster hidrolase - EC 3.1.1.3) sfzimas que catalisam a reacdo de
acilgliceréis a acidos graxos, devido a sua fotteidade e regioespecificidade para as
posicdes 1 e 3 da molécula de glicerol.

A hidrélise enzimatica apresenta vantagens e taésnecondémicas, pois pode ser
realizada em condicbes amenas, como temperaturas bremdas e pressdo atmosférica,
levando a um menor gasto energético em comparaQdo peocessos fisico-quimicos
(RITTNER, 1996).

Uma das principais limitacdes da hidrolise enziozdtde O6leos e gorduras € a
imiscibilidade dos substratos, que conduzem a umigabtransferéncia de massa e por
consequéncia, uma baixa taxa de reacdo (Zhong, &04/0). O ultrassom tem se mostrado
uma excelente ferramenta no auxilio aos processomaticos e bioldgicos, particularmente
com substratos viscosos e imisciveis (Loning, HofstHoffmann, 2002). O Efeito do
ultrassom e alta poténcia provém do colapso caeitat que propicia condi¢cdes locais
extremas. Quando as bolhas cavitacionais implodemirmpas a dois liquidos imisciveis, a
onda de choque resultante pode gerar uma agitaciaianextremamente eficiente entre as
fases (Babicz, Leite, de Souza, & Antunes, 2010).

Com base nos aspectos relacionados anteriormewntgetivo geral deste trabalho foi
desenvolver uma metodologia para producéo de agido®s livres, via catalise enzimatica
do dleo de girassol, utilizando a enzima liquidemerxial, Lecitase Ultra (Fosfolipase Al).
Por meio de um delineamento experimental DCCR rdaihento composto central
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rotacional), para avaliar os efeitos da razdo &g/ teor de enzima e temperatura.

De acordo com Hameeal al. (2008), o delineamento estatistico de experinsents
permite ver as interacdes entre as variaveis arpeatais na faixa estudada, levando a um
melhor conhecimento do processo e, portanto, readaz tempo de pesquisa e 0S custos.

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAIS

O dleo de girassol Suavit foi utilizado como sudgstrda hidrolise nesse trabalho. A
enzima liquida comercial Lecitase Ultra, utilizad@mo catalisador enzimatico, foi
gentilmente cedida por LNF® Latino Americana. Alcdgtilico (Chemco®), Eter etilico
(Anidrol®) e NaOH (Synth®), foram utilizados paratdrminacéo da acidez. Como indicador
da solucéao de titulacédo, foi utilizada uma solug@denolftaleina (Synth®).

O aparelho de ultrassom (Ultronique® ECO-SONICSHITA) foi utilizado na
reacao de hidrdlise para a mistura dos reagermtesidos em frascos coénicos de 50 mL. A
separacao de fases foi realizada em uma centi{Regaec® CT-0603).

2.2 METODOS
2.2.1 Avaliagdo do efeito do Ultrassom

Para avaliar o efeito do ultrassom na hidrdliséreatica do 6leo de girassol, primeiramente
foram realizados experimentos na auséncia de stinasOs experimentos foram realizados a
40 °C e com 2 m% de enzima em relacdo a massadiato (6leo mais dgua) com duragéo
de 4 h. Entdo, experimentos nas mesmas condi¢c@esomais foram realizados sobre
influéncia do ultrassom durante todo o periodoioeet. A avaliacdo das reacdes nesta etapa
baseou-se na quantificacdo dos AGL gerados pelodoéle titulacdo, uma vez que essa
técnica de deteccdo € muito mais simples que &téuatilizada para os outros produtos.

2.2.2 Reacg0es de hidrdlise

As reacdes de hidrélise enzimatica do Oleo de gptaassistidas por ultrassom em
sistema batelada foram conduzidas com o intuitcotltar dados para a analise da influéncia
da fracdo agua/dleo na reacdo de hidrolise e paranstrucdo de curvas cinéticas. As
quantidades de reagentes utilizadas foram fixadasl@ g de Oleo, 1,7 m% de fracao
enzima/substrato, com fracdes agua/dleo de 2 m¥Bp% 10 m%, a uma temperatura de 40
°C. Erlenmeyers de 50 ml contendo as amostras faramsos no aparelho de ultrassom
configurado em poténcia maxima (154 W). Para cealghd de agua/dleo foram preparadas
10 amostras. Cada amostra do sistema foi coletadarapos diferentes, de forma destrutiva.

2.2.3 Separacao de fases

Ao término de cada tempo de reagdo, as amostramfoetiradas do aparelho e
aquecidas até uma temperatura de cerca de 100 9@reaparelho de micro-ondas com o
intuito de desativar a enzima e interromper a r@a&8 amostras foram entéo centrifugadas a
3 gravidades durante 5 minutos com o intuito dersepm fase aquosa contendo a enzima e o
glicerol da fase oleosa contendo o produto deeste.

Revista Tecnoldgica — Edi¢do Especial 2014 Maringa, p. 63-7018



2.2.4 Quantificacdo da acidez

A quantidade de acidos graxos livres presentedewde girassol foi determinada por
titulagdo com uma solucdo de NaOH 0,05 M. Aproxiamaente 1 g de amostra foi diluida em
25 ml de solucao isovolumétrica de alcool etilicgter etilico com uma gota de fenolftaleina.
A solucéo foi entéo titulada sob vigorosa agitagéo que houvesse mudanca de coloracdo
para rosa, indicando a neutralizacéo da acidezjua¢ao (1) demonstra o calculo da acidez:

Acd(m%) = 100."‘”’““52"”’*“ 1)

OndeVolé p volume de solugdo de NaOH (naon € @ molaridade da solugdo de NaOH
(mol '), PMacL é 0 peso molecular médio dos &cidos graxos lpresentes no 6leo (mol g
') epa é o peso da amostra de 6leo (g).

Apés a realizacdo de experimentos prévios, reakeowm delineamento central
composto rotacional®2 Foram utilizados 11 tratamentos, sendo 4 fa®ridicentrais e 4
rotacionais para avaliar o efeito das variaveisefrethdentes (temperatura e fracao
enzima/substrato) sobre a variavel dependentegacid ajuste dos dados empregou um
polinémio de segunda ordem representado de formériga na Equacao (2).

Y =00+ B1. X1+ B2 X2 + ,311-X12 + ﬁzz-Xz2 + B12-X1. X, (2)

Ondef, eBi]. Sao parametros ajustaveis e

X; = xAi—;iZ 3)

As variaveis independentes do processo foram aeaiam cinco niveis codificados
(-1,4142, -1, 0 e +1 e +1,4142). Os niveis dosréate os tratamentos realizados estéo
apresentados, respectivamente, nas Tabelas (1) e (2

Tabela 1. Niveis de varidveis no delineamento ekotrmposto rotacional

Niveis
-1,4121 -1 0 1 +1,4142
Temperatura (°C) 26 30 40 50 54
Fracdo Enzima/Substrato (m%) 0,6 1,0 2,0 3,0 3,4

Revista Tecnoldgica — Edi¢cdo Especial 2014 Maringa, p. 63-7013



Tabela 2. Delineamento central composto rotacighabm triplicata no ponto central

Experimento Temperatura (°C) Enzima'jrsaugt?sc;rato (%)
1 40 2,0
2 40 2,0
3 40 2,0
4 30 1,0
5 30 3,0
6 50 1,0
7 50 3,0
) 26 2,0
9 54 2,0
10 40 0,6
11 40 3,4

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso do ultrassom altera nitidamente o meio, enc@®Mminutos a mistura agua/oleo
adquire aparéncia homogénea e opaca, sendo capggzraiteemulsdes estaveis mesmo semo
uso de surfactantes (HIELSCHER, 2007).A tabelal{8jra os resultados obtidos para ambos
0s casos.Martinez (2000) reporta que este efeitecpaser especifico para cada enzima e
dependente das condi¢cdes de sonicacao usadasicAcapl de ultrassom pode produzir um
efeito positivo na atividade enzimatica, emboraetelendo da intensidade, possa causar
desnaturacdo. Quando dois liquidos imisciveis,eg@mplo, agua e 6leo, sdo tratados com
ultrassom, ha aumento na velocidade de formac¢&oteulas microscopicas com aumento
da superficie de contato e das forcas coesivadtardo na formacéo de microemulsodes.

Os valores experimentais obtidos para a acidezasotiiferentes condi¢gOes testadas
estdo apresentados na Tabela (4).

A Tabela (5) mostra a estimativa dos efeitos dagweis e de suas interacdes, bem
como o erro padrédo, o p-valor e o coeficiente dgessdo de cada variavel para as novas
condicbes experimentais em um intervalo de condiatbe 95%. Os fatores considerados
significativos estdo destacados em negrito.

Em nivel de significancia de 95%, todas varidve@mcexcecdo da fracdo
enzima/substrato linear mostraram-se relevantegighira (1) exibe os efeitos na forma
padronizada, com as reacionais linha vertical esgntando este nivel de significancia.

Com base nos coeficientes de regressao e nos gesali proposto um modelo
empirico (B = 0, 9611) para descrever a acidez final em fude&ovariaveis selecionadas. O
modelo é representado pela seguinte Equacéao (4).

Acd(m%)=4,57.T - 0,08 % 3,18.E/S
- 3,64.E/$+ 0,45.T.E/S - 38,42 (4)

A verificacdo da validade do modelo foi realizagémnélise do teste F. A Tabela (6)
mostra a analise da variancia para o planejamequerienental, bem como o valor tabelado
de F para um intervalo de confianga de 95%: Fte#)(3,05) = 5,05.

Como Fcalc > Ftab, o modelo ajustado € valido.gufé (2) mostra a distribuicdo dos
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residuos em funcéo dos valores preditos pelo modelo

Tabela 3Comparacédo da hidrélise do éleo de girassol coemeisfluéncia de ultrassom;
40 °C; 5 m% &gua/dleo; 2 m% enzima/substrato; ¢ tedcao

Método Acidez (m%)
Agitacdo mecénica 16,73 15,92 16,34
Ultrassom 37,02 35,41 36,21

Tabela 4.Delineamento central composto rotacional

Variaveis independentes Variavel dependente

Temperatura  Fragdo Enzima/Substrato

Ensaio (°C) (%) Acidez (m%)
1 40 2,0 38,69
2 40 2,0 37,85
3 40 2,0 37,01
4 30 1,0 38,04
5 30 3,0 26,90
6 50 1,0 15,39
7 50 3,0 22,14
8 26 2,0 31,32
9 54 2,0 16,83
10 40 0,6 29,83
11 40 3,4 33,77

Tabela 5.Efeitos e coeficiente de regresséo para a aciklzz(0,9611)
Coeficiente de

Variavel Efeito Erro Padréo p-valor

regresséo
Intercepto 37.88 1.37 0.000001 -38.4206
Temperatura (L) -12.04 1.69 0.000838 4.5692
Temperatura (Q) -15.16 2.03 0.000672 -0.0758
Fracdo enzima/substrato (L) 0.28 1.69 0.872785 8311
Fracao enzima/substrato (Q) -7.28 2.03 0.015623 6311
Tx E/IS 8.95 2.37 0.013059 0.4473
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E/S (L) ¢ 0,1685115

p=0,05
Figura 1. Diagrama de pareto para a producéo de AGL

Tabela 6.Andlise da variancia para o DCCR, para o AGL

Fonte de variagéo SQ GL QM Fcalc Ftab
Regresséo 756,27 5 151,25 134,15 5,05
Residuos 28,19 5 5,64

Total 784,46 10
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Figura 2. Distribuicdo dos residuos para o modelo quadrético

A distribuicdo aleatéria mostra que o modelo ajistado € tendencioso e que nao
existe a necessidade de um ajuste de maior ordem.

Com base no modelo ajustado foi possivel tracaparficie de resposta para a acidez
em funcdo da temperatura e da fragdo enzima/stdystajo resultado estd expresso na
Figura (3).
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Figura 3.Influéncia da temperatura e da fracao enzima/satiessobre a acidez

4 CONCLUSOES

Os experimentos realizados foram capazes de detmrrai temperatura e a fragcéo
enzima/substrato 6timos para a producdo de AGleagao de hidrolise do 6leo de girassol
com a enzima fosfolipase A1l (Lecitase Ultra). Osipeetros 6timos obtidos foram de B5e
1,7 m%, respectivamente. O uso do ultrassom nepsocenzimatico mostrou ser efetivo.

A proxima etapa logica a ser seguida € o estudofldé@ncia da razdo agua/oleo sobre
a hidrdlise do Oleo de girassol. Sugere-se a agg@irde curvas cinéticas, a quantificacéo dos
acilgliceréis presentes nas amostras em conjunto @® acidos graxos livres e, por fim, a
modelagem matematica do sistema.

Outro parametro de interesse para a reacao € cyphljnfluéncia sobre a hidrdlise
também pode ser estudada a fim de obter um ententbntompleto sobre as melhores
condicdes possiveis de obtencdo de um Oleo ricA@n, pronto para a esterificacédo, a
segunda etapa de producao do biodiesel.
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