XX SIMPOSIO NACIONAL DE BIOPROCESSOS
XI SIMPOSIO DE HIDROLISE ENZIMATICA DE BIOMASSA

xx g;méeﬁg 01 a 04 de setembro de 2015 -~
e Fortaleza, Ceard, Brasil

POTENCIALIDADE DE OBTENCAO DE ESTERES ETILICOS DE
OLEO DE FRANGO EM ULTRASSOM UTILlZANDO LIPASE
COMERCIAL DE Rhizomucor miehei

Camila Bonissoni’, Ingrid A. S. Guimares®, Catia L. Erig®, Vivian Feddern?, Anildo C.
Janior?, Débora de Oliveira®, Helen Treichel®, Gisanara Dors®, Andréia Dalla Rosa®,
Samantha L. Gonzalezs, Giniani C. Dors“r‘, Maria M. C. Feltes®

!Instituto Federal Catarinense — Campus Concdrdia, Departamento de Engenharia de Alimentos

’EMBRAPA Suinos e Aves —Concérdia

3Universidade Federal de Santa’Catarina, Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos
*Universidade Federal da Fronteira Sul Campus Erechim, Departamento de Engenharia Ambiental
*Universidade Federal de Pelotas, Faculdade de Agronomia '

*Instituto Federal Catarinense — Campus Brusque, Departamento de Quimica

E-mail para contato: cami_bonissoni@yahoo.com.br / manuela.feltes@brusque.ifc.edu.br

RESUMO

Diversas pesquisas tém sido direcionadas para a obtengdo de energia alternativa aos combustiveis
tradicionais e a produgdo de biodiesel merece destaque, através da alcodlise de bleos e gorduras. O
Estado de Santa Catarina figura entre os principais produtores de frango no Brasil, atividade que
gera dleos e gordura com potencialidades para a conversdo a biodiesel. A catdlise via enzimdtica
permite a aplicagdo de temperaturas amenas, a preservacdo da qualidade do dleo e a obtengdo de
produtos mais puros, reduzindo as operagdes. O processo enzimdtico, entretanto, ainda apresenta
alguns obstdculos, fator limitante para a obteng¢do comercial de biodiesel por biotransformagéo.
Estudos tém sido desenvolvidos com o intuito de tornar as modificagdes enzimdticas de lipidios mais
competitivas. Técnicas como o ultrassom promovem o aumento da transferéncia de massa em meios
contendo substratos parcialmente misciveis, como no caso das reacdes de etandlise, implicando no
aumento da velocidade das reacdes. Lipases alternativas tém sido avaliadas quanto & sua atividade
de esterificacdo e potencialidades para catalisar reacdes de etandlise. Com base nestas
consideragdes, o objetivo do presente trabalho foi obter ésteres etilicos a partir de etandlise de dleo
de visceras de frango utilizando a lipase comercial imobilizada Rhizomucor miehei como
catalisador da reagdo em ultrassom. As reagbes foram monitoradas qualitativamente por
cromatografia em camada delgada (TLC) e os resultados mostram a potencialidade de obtencdo
enzimdtica de ésteres etilicos em ultrassom, nas condicoes avaliadas.
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1. INTRODUCAO

As desvantagens econdmicas e ambientais apresentadas pelo uso de combustiveis fésseis tém
estimulado o desenvolvimento de combustiveis alternativos, entre os quais se destaca o biodiesel
(Akoh et al., 2007; Reaney et al., 2005), que é renovavel e biodegraddvel, podendo substituir
parcial ou totalmente o diesel de petréleo (ANP, 2005). Este biocombustivel é obtido a partir da
reagao quimica de dleos ou gorduras com um dlcool primario, na presenca de um catalisador
(reacdo de alcodlise, genericamente conhecida como transesterificacio) (Reaney et al., 2005).

Na agroindustria, geralmente em frigorificos de aves, os subprodutos gerados sdo
convertidos em farinhas que servirdo como insumos nas formulagdes de racdes. O excesso de
gorduras, principalmente das visceras, é extraido, e parte é incorporada as racdes. O excedente é
comercializado em fabricas de sabdo, pneus, entre outros (Gomes, 2005).

O aproveitamento de matérias-primas locais para uso energético é importante do ponto de
vista socioecondmico, pois contribui para a redu¢do de impactos ambientais, evitando o destino
improprio dos residuos (Barros et al., 2015).

A transesterificacdo utilizando a catdlise alcalina é atualmente o método mais empregado
para a produgdo de biodiesel em escala industrial, processo que exige altos investimentos na linha
de produc¢do (Van Gerpen et al., 2004). Assim, a alcodlise catalisada por lipases é uma tecnologia
promissora e tem sido objeto de muita investigagdo, pois as condi¢des de trabalho permitem uma
economia de energia no processo, bem como a ocorréncia de uma degradacdo térmica minima dos
substratos. Além disso, o processo de purificagdo dos ésteres metilicos ou etilicos (biodiesel) e do
glicerol produzido como coproduto é mais simples, reduzindo o custo do tratamento dos residuos.
Uma desvantagem do processo enzimdtico ainda é o custo de producdo das lipases, que é
significativamente maior do que o dos catalisadores quimicos (Castro et al., 2004; Feltes, 2011).

Em reacgBes de etandlise de dleos, entretanto, é preponderante a busca por alternativas que
contornem a imiscibilidade dos substratos (6leo e alcool) no meio reacional. As reac¢des assistidas
por ultrassom apresentam potencialidades para contornar este desafio, ja que esta técnica permite
0 aumento da transferéncia de massa no sistema (Batistella et al., 2012; Popiolski, 2011).

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a potencialidade de obtenc¢do de ésteres
etilicos (biodiesel) a partir da etandlise de 6leo de visceras de frango utilizando a lipase comercial
imobilizada Lipozyme® RM IM (Novozymes) como catalisador da reacdo, em sistema de ultrassom,
sem agitacao.

2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Utilizou-se como matéria-prima o dleo de visceras de frango fornecido pelo Grupo Farol de
Concordia-SC. Este 6leo (sem tratamento adicional), previamente caracterizado segundo
metodologia oficial da American Oil Chemists” Society (AOCS, 2003), apresentava as seguintes
caracteristicas (média + desvio padrdo): indice de acidez (em % de &acido oleico) de 2,5% % 0,2;
indice de peréxido (meq O,kg™ de éleo) de 0,1 + 0,0; indice de saponificacdo (mg KOH g™ de 6leo)
de 196,6 * 2,4; densidade relativa (25°C) de 0,9 + 0,00 kgL™ (Erig et al., 2013). A composi¢io deste
dleo foi determinada por cromatografia em fase gasosa (CG) na EMBRAPA Suinos e Aves, segundo
metodologia descrita na literatura (Cunha et al., 2013). A enzima comercial Lipozyme® RM M,
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obtida de Rhizomucor miehei, disponivel na forma imobilizada (Novozymes, Brasil), foi utilizada
como catalisador nas reacGes de etandlise. A atividade desta lipase, previamente determinada, foi
de 3.080,46 Ug’. A mesma foi quantificada através do consumo de dacido oleico em reagdo de
esterificagdo com propanol, utilizando-se a enzima na proporcio de 3% (m/m) (Erig et al., 2014).

As reagBes de etandlise via enzimatica foram conduzidas em uma lavadora ultrassdnica
(frequéncia de 40 kHz e poténcia maxima de 132 kW), com controle da temperatura de reagdo e
sem agitacdo. O reator consistiu de um baldo de fundo redondo (capacidade 50 mL) acoplado a um
condensador. As amostras do meio foram retiradas ao longo do tempo de reagdo (tempo zero, 15,
30, 60, 120, 180 e 240 min). As condicGes de andlise, definidas com base na literatura, foram
avaliadas segundo um planejamento fatorial fracionado 2" com triplicata no ponto central,
totalizando 11 ensaios. Levaram-se em consideragdo as principais varidveis que possivelmente
influenciam na obtencdo de ésteres etilicos: temperatura (50, 55 e 60 °C), proporgao molar éleo de
e etanol (1:3; 1:6 e 1:9), volume de hexano (0 mL, 20 mL, 40 mL), concentragdo de enzima (5, 10,
15%, em massa, com relagdo ao total de substratos) (Batistella et al., 2012; Popiolski, 2011).

As reacdes foram acompanhadas qualitativamente por cromatografia de camada delgada
(TLC), mediante a separagdo das fracGes lipidicas presentes nas amostras ao final do tempo de
rea¢do. Utilizou-se hexano/éter/acido acético (80:20:1,v/v/v) como sistema de solvente para a
eluicdo das amostras. A revelacdo das manchas foi feita com vapor de iodo e alternativamente em
cdmara de luz ultravioleta a 254 nm (Christie, 1982). O fator de retencdo (Rs) das manchas de
interesse foi calculado dividindo-se a distancia (em cm) percorrida pela mancha pela distancia
percorrida pela frente do solvente.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 4cidos graxos majoritarios encontrados no dleo de frango foram os seguintes (média *
desvio padrdo de trés repeticdes): palmitico, C16:0 (24,2% * 0,1); palmitoleico, C16:1 (6,3% % 0,0);
estearico, C18:0 (6,3% * 0,1); oleico, C18:1n9c (38,4% + 0,1), e linoleico, C18:2n6¢ (18,1% + 0,1).
Com base nesta composicdo em dcidos graxos, a massa molar calculada para o dleo foi de 856,2 g
gmol™.

Nesta etapa do trabalho, decidiu-se analisar qualitativamente as amostras por TLC. Esta é
uma técnica analitica alternativa, simples, rapida e de baixo custo para acompanhar o progresso
das reacdes de modificacdo de lipidios, permitindo o monitoramento da presenga de acidos graxos
livres, mono-, di- e triacilglicerdis, e ésteres alquilicos (Christie, 1982). Esta metodologia tem sido
aplicada na literatura para a avaliagdo do progresso da reacdo de etandlise de dleo de peixe,
visando a formacgdo de 2-monoacilglicerdéis (Pfeffer et al., 2007), e no monitoramento de reag¢des de
glicerélise para a producdo de mono- e diacilglicerdis (Feltes et al., 2012; Monte Blanco, 2013;
Santos et al., 2013).

Na analise por TLC das amostras de todos ensaios realizados no planejamento experimental,
foi possivel obter ésteres na etandlise enzimdtica do dleo de visceras de frango mediada por
ultrassom, sem agitacdo, nas condi¢Oes avaliadas. Com os resultados obtidos (Tabela 1), observa-se
que a conversdo de triacilglicerdis a ésteres foi incompleta apds 240 min de reagdo.
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A Figura 1 apresenta, a titulo ilustrativo, o resultado qualitativo obtido por TLC para as
amostras de algumas reacdes de etandlise do dleo de frango. Verifica-se a presenca de diferentes
fragdes lipidicas nas amostras, a saber (na ordem de elui¢do para a fase eluente utilizada):

monoacilglicerdis, diacilglicerdis, acidos graxos livres, triacilglicerdis e ésteres etilicos (Christie,
1982).

Tabela 1. Planejamento experimental e fator de retenc¢do (Rf) das fragdes de interesse.
Proporcao
Trat. T (°C) . Molar Hexano
Oleo:etanol (mL)

(s/g)
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EE: ésteres etilicos. TAG: triacilglicerdis.

0 (55)

(a) (b) (c)
Figura 1. Placa de cromatografia de camada delgada das amostras do meio ao longo da reagéo de
glicerdlise do dleo de frango nas seguintes condi¢cées: a) 60 °C, propor¢do molar éleo:etanol de 1:3,
5% de enzima, 40 mL de hexano; b) 60 °C, propor¢do molar dleo:etanol de 1:9, 15% de enzima, 40
mL de hexano; ¢) 55 °C, proporg¢do molar éleo: etanol de 1:6, 10% de enzima, 20 mL de hexano.
EE: ésteres etilicos. TAG: triacilglicerdis.
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Na placa apresentada na Figura 1a, por exemplo, observa-se a presenca de ésteres (R¢ =
0,78) ao longo da reagdo, confirmando a formagdo deste produto, embora ainda haja triacilglicerdis
(Rf = 0,29) que ndo reagiram. O mesmo comportamento foi observado nas demais reacdes
conduzidas no presente trabalho. Nas placas das Figuras 1b e 1c, o fator de retencdo dos
triacilgliceréis ndo reagidos foi 0,78 e 0,75, respectivamente, enquanto o fator de retencdo dos
ésteres etilicos formados foi 0,95 e 0,91, respectivamente.

Estdo sendo feitas analises quantitativas dos produtos das reacdes de etandlise do éleo de
visceras de frango catalisadas pela lipase Lipozyme® RM IM, de forma a complementar os
resultados e verificar os efeitos das varidveis sobre a obtengdo de ésteres, identificando, dentre os
fatores estudados, aqueles que influenciam significativamente nesta resposta.

Este trabalho indicou a possibilidade de preparar ésteres etilicos a partir de dleo de visceras
de frango, em reag¢do mediada por ultrassom, sem agitacdo, e catalisada pela lipase comercial
imobilizada Lipozyme® RM IM. A matéria-prima utilizada é promissora para a producdo de biodiesel
no Brasil, devido principalmente a sua grande disponibilidade a um baixo custo. Além disso, vale
destacar que este dleo é obtido como subproduto em frigorificos de abate de frangos, atividade
econdmica de destaque nos Estados do Parand e de Santa Catarina.
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