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RESUMO

A crescente demanda por energia, associada a necessidade de se investigar alternativas ecologicamente
corretas aos combustiveis fosseis torna a busca por processos industriais com matérias primas baratas e
metodologias modernas cada vez mais crescente. A sintese de biodiesel, um éster etilico de origem
biodegradavel e renovavel, pode ser favorecido com a utilizagao de enzimas como as lipases, proteinas com a
finalidade catalitica em 6leos e gorduras. O objetivo do presente trabalho foi o estudo da sintese de ésteres
etilicos a partir do 6leo residual de frango, sendo, para isso, utilizada a metodologia Taguchi com matriz
ortogonal padrao L9 para anélise das variaveis utilizadas na esterificacao realizada e seus respectivos graus
de influéncia na sintese do produto. Como biocatalisador, utilizou-se a lipase Novozyme® RM IM, de
Rhizomucor miehei, em um sistema com agitagdo a 200 rpm e controle de temperatura. Os parametros
escolhidos para a otimizagao foram: razao molar (acido graxo: alcool), tempo de reagao (h), temperatura (°C)
e quantidade de biocatalisador por massa de substrato (%). Obteve-se o maior rendimento de conversdao em
ésteres em 84,42% + 4,22 e uma relagao de sinal-ruido S/R de 38,53. Nesse sentido, concluiu-se por meio da
metodologia utilizada que a razdo molar (ac:al) e a temperatura da reagao (2C) foram os parametros que mais
influenciaram as reagoes de sintese de ésteres, além de se confirmar a possibilidade comercialmente rentavel
da producdo de ésteres etilicos utilizando-se dleo residual de baixo valor agregado.
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INTRODUCAO
A reagdo de sintese de ésteres entre um é&lcool e um &cido carboxilico tem consideravel importancia

industrial na fabricagao de lubrificantes, plastificantes, tintas, solventes, sabores e produtos farmacéuticos
(GRYGLEWICZ et al., 2006). Além disso, metodologias ecoldgicas para sintese de combustiveis nao
poluentes, como o biodiesel, tem crescente visibilidade mundial, visto a iminente crise energética embasada
no desequilibrio entre a disponibilidade cada vez menor de petrdleo e o gradativo aumento do consumo por
energia (DHAWANE; KUMAR; HALDER, 2018).

A pesquisa por fontes alternativas de combustiveis estd fortemente ligada a um tema hoje amplamente
estudado: a biocatalise. Como exemplo de biocatalisador, as lipases (triacilglicerol acil-hidrolases; EC 3.1.1.3)
sdo classes de enzimas hidroliticas que catalisam a hidrélise de triacilglicerol a glicerol e dcidos graxos livres
(GUPTA et al., 2004). Por ser constituido por uma abundante quantidade de lipidios de baixo valor agregado,
o0 6leo de frango residual é uma matéria-prima sustentavel e economicamente viavel na sintese de ésteres
etilicos (AL-ZUHAIR; HASAN; RAMACHANDRAN, 2003).

Para o presente trabalho, a esterificagdao estudada com a utilizacao da lipase imobilizada de Rizomucor
miehei (Novozyme® RM IM) teve como substrato o 6leo de frango residual previamente hidrolisado. Para
estudo das relagdes de influéncia das variaveis reacionais como a razdo molar (acido:é&lcool), percentual de
biocatalisador por massa de substrato (%), temperatura (2C) e tempo reacional (h), o método de design
ortogonal com nove experimentos de Taguchi foi utilizado, de forma a se obter as caracteristicas qualitativas
dos parametros reacionais de forma a maximizar a producao de ésteres etilicos de forma simplificada,

eficiente e com baixo custo de execugao (TAGUCHI, 1986).

METODOLOGIA
2.1 Materiais

A lipase Novozyme® RM IM foi doada pela Novozymes, Espanha. Alcool etilico (P.A 95%) e os demais
reagentes utilizados foram obtidos da Vetec (Sdo Paulo, Brasil) e Synth (Sdo Paulo, Brasil). O dleo de residual
de frango foi adquirido em um estabelecimento local (Redengao, Brasil) sendo formado por diferentes &cidos
graxos, como o acido miristico (0,6%), 4cido palmitico (24,7%), acido palmitoléico (7,1%), acido estearico
(6,0%), acido oleico (43,4%), &cido linoleico (17,2%) e 4cido a-linolenico (1%). Os reagentes utilizados na
caracterizagao da matéria-prima e dos produtos gerados foram todos de grau analitico. Para a elaboragdo do

delineamento experimental do tipo Taguchi, foi utilizado o software Statistica® 10 (Statsoft, EUA).

2.2 Métodos

Para obtencao dos acidos graxos, a metodologia descrita por Lima et al. (2012) foi seguida, sendo
ajustado o uso de um sistema de refluxo e aquecimento ao invés de um sistema com ultrassom. Os
parametros reacionais foram previamente estudados e determinados pelo grupo de pesquisa GENEZ (Grupo
de Engenharia Enzimatica). As reagdes ocorreram em frascos de eppendorfs de 2 mL, com controle de tempo
e temperatura e agitacdo mecanica de 200 rpm. A Tabela 1 foi gerada pelo software Statistica®. Para esse
trabalho, o0 método Taguchi com matriz ortogonal de nove experimentos foi utilizado, no qual as quatro

variaveis foram distribuidos em trés niveis.

Tabela 1: Niveis e variaveis utilizadas no planejamento.
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Fonte: elaborado pelos autores.
*valor calculado por massa de substrato.

Assim, para o presente estudo, a matriz ortogonal padrao de L9 foi empregada para examinar os quatro
fatores em grupos de trés. A letra L e o subindice 9 representam o quadrado latino e o nimero de execugoes
experimentais, respectivamente (Roy, 2001).. No planejamento, os valores das razdes S/R (Sinal-Ruido) foram
calculados no software utilizado selecionando-se a fungao “larger the better”, a fim de se obter observar as
estatisticas de desempenho para a melhor conversao em ésteres. Para cada experimento, o valor da razdo

S/R pode ser calculado por meio da Equacao 1, segundo Roy (2001):

(1)
No qual yi é a conversao de acidos graxos para a amostra correspondente, i € o nimero de repeticbes e n é o

numero de respostas para a combinagao de niveis de fator.

A relagao S/R prevista nas condicOes ideais do processo para atingir a conversao méxima foi estimada a
partir da Equacéao (2) (TAGUCHI 1986; CHAKRABORTY; ROYCHOWDHURY, 2013):

B

(2)

No qual é a média de todas as razoes de Sinal-Ruido, é a relagao S/R ideal para cada parametro e é
numero de parametros que influenciam significativamente a esterificacdo estudada.

A conversdo em ésteres foi monitorada pelo indice de acidez, conforme metodologia relatada por Santos
(2011). As amostras esterificadas foram tituladas em duplicata, pesando-se, nos erlenmeyers, 0,2 g, com a
adicdo de 5 mL de &lcool etilico e 3 gotas de fenolftaleina. Por gotejamento de solugdo de 0,1 molar de
NaOH, foi realizada a titulacao dos ésteres produzidos. A Equacao 3 para o calculo do indice de acidez (IA) é
dada abaixo (SANTOS, 2011):

(]

3)

Sendo V o volume de NaOH utilizado para a titulacdo individual das amostras; F o fator de corregao da
solucao de NaoH, M a molaridade da solugdo de NaOh em mol/L e m a massa da amostra em gramas. Por
fim, os valores de conversao em ésteres (%) foram calculados com a Equacéo 3, sendo IA e TAi os indices de
acidez das amostras com enzima e da amostra inicial (reacdo sem biocatalisador), respectivamente,

calculados em mgKOH/g (Santos, 2011):

(]

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 2 abaixo apresenta o planejamento experimental com os niveis de 1 a 3 para cada variavel
reacional, além da conversdo percentual em ésteres e a razdo S/R para cada reacdo. Observa-se que a

amostra 8 apresentou a maior conversao em ésteres (84,42% + 4,22) do planejamento, com os niveis
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maximos (N3) de razdo molar entre dcido graxo e alcool (1:8) e para o tempo (24h de reagdo). A Tabela 3

discrimina a significancia de cada variavel para o planejamento imposto, apresentando a classificacdo dos
parametros com base nos valores de Delta (diferenca entre o maior e o menor valor da razdo S/R entre os
niveis dos parametros reacionais) (CHOWDHURY et al., 2014).

Tabela 2: Niveis das variaveis, valores de conversao com erro experimental e as relacdo sinal-ruido
(S/N) obtidas para o planejamento experimental.

(<]

Fonte: elaborada pelos autores.

Tabela 3: Classificagdo dos niveis para cada varidvel na influéncia dos maiores resultados de

(]

conversao, com o valor Delta apresentado.

Fonte: elaborada pelos autores.

Com os valores de Delta, observa-se que a razdo molar (acido:alcool) representa o nivel de maior
influéncia entre todos os parametros reacionais, seguido da temperatura (°C) da reagao, o percentual de
Novozyme® RM IM e o tempo de reagao (h). A Figura 1 mostra os graficos para cada um dos parametros de
controle. A maior razao S/R, que corresponde a maior conversao em ésteres sugere o melhor nivel para cada

um dos parametros.

Figura 1: Resultados experimentais da Razdo S/R versus os niveis (1, 2 e 3) das variaveis

=]

estudadas.

Fonte: elaborada pelos autores.

Com a Figura 1, verifica-se que as condigGes 6timas de reagao para um valor maximo de sintese de
ésteres tem como o nivel 2 (N2) para a razdo molar (1:8) entre 4acido e alcool, N3 para o percentual de
biocatalisador (15% em relagdo a massa de substrato), N2 para a temperatura da reagao (40°C) e N3 para o
tempo de reagao (24h). Com os valores obtidos por meio da Equacéo 2, para obtengao do valor S/R 6timo, e
por meio de redes neurais artificiais do software Statistica®, o valor da maxima conversao em ésteres obtido
para cada nivel representado na Figura 1 foi de 87,79%.

Como variavel de maior influéncia das reagoes estudadas a partir do modelo Taguchi robusto L9, a razao
molar (acidos graxos: alcool), € um parametro importante no estudo do rendimento da sintese de ésteres,
sintese essa que se trata de uma reacgdo reversivel (sentido direto e inverso para sintese de ésteres e da
hidrolise do éster, respectivamente). Estudos na literatura sugerem o uso de uma maior concentragao de
alcool nas reacoes de esterificacdo (SA et al., 2017), de modo que a reacdo tenha o equilibrio deslocado para
a direita (sentido direto), com o catalisador agindo no sentido da sintese de ésteres. (SA et al., 2017) (LIMA,
2018).

CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, é possivel concluir a viabilidade da utilizagdo da
lipase Novozyme® RM IM na sintese de ésteres etilicos por meio de um substrato de baixo valor agregado,

como o 6leo de frango estudado. Com o modelo Taguchi robusto aplicado ao experimento, alteragdes aos
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valores dos niveis N1, N2 e N3 dos parametros reacionais que menor apresentaram influéncia no estudo,
como o tempo de reacao (h) e a quantidade de biocatalisadores (%), podem ser feitos a fim de se otimizar o

planejamento e diminuir custos em escala industrial.
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