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Obtencio de Acidos Graxos Livres do Oleo de Macauba (Acrocomia

Aculeata) em Sistema Livre de Solvente Organico

Obtention of Free Fatty Acids of Macauba Oil (Acrocomia Aculeata)

in Organic Solvent Free System

Caroline Portilho Trentini'; Djéssica Tatiane Raspe?; Camila da Silva’

Resumo

O presente trabalho objetivou investigar a hidrolise enzimatica do 6leo de Macauba, visando obter um
hidrolisado rico em &cidos graxos livres (AGLs), para posterior utilizacdo na etapa de esterificagdo. O
efeito das varidveis do processo (percentual de catalisador, temperatura e teor de agua), foi avaliado sob
o rendimento em AGL, utilizando um planejamento experimental fatorial 23, em que o efeito positivo
e significativo das variaveis foi verificado. Os resultados relatam rendimentos de 50,5% em AGLs em
6 horas de reagdo, a 60°C, percentual de agua de 15% (m/m) e percentual de catalisador de 5% (m/m).
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Abstract

The present study aimed to investigate the enzymatic hydrolysis of oil Macauba, to obtain a hydrolyzate
rich in free fatty acids (FFA) for later use in step esterification. The effect of process variables
(percentage of catalyst, temperature and water content) was evaluated in the FFA yield, using a factorial
experimental design 23, where the positive and significant effect of the variables was observed. The
results reported yields of 50.5% in FFA in 6 hours of reaction at 60°C, water percentage of 15 wt% and
catalyst percentage of 5 wt%.
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Introduciao

O estudo de fontes alternativas e renovaveis de
energia tem se tornado necessario devido a possivel
escassez de combustiveis fosseis e problemas de
ordem ambiental. Dentre os recursos renovaveis
combustiveis

disponiveis para producdo de

alternativos, a modificacdo de oleos e gorduras

tem sido largamente investigada (SINGH; SINGH,
2010; FERELLA et al., 2010; KARMAKAR;
KARKAMAR; MUKHERJEE 2010; HINCAPIE;
MONDRAGON; LOPEZ 2011; BANKOVIC-
LLIC; STAMENKOVIC; VEIJKOVIC, 2012).
Entre os processos disponiveis para modifica¢dao
destas destacar a

oleaginosas, = podemos
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esterificacdo, transesterificagdo (BORGES; DIAZ,
2012) e hidrolise (HERMANSYAH et al., 2007;
MENG et al., 2011; SATYARTHI; SRINIVAS;
RATNASAMY, 2011; WANG et al., 2011).

Segundo a Lei n° 11.097, de 13 de Janeiro
de 2005 vigente no Brasil, biodiesel ¢ um
“combustivel derivado de biomassa renovavel para
uso em motores a combustdo interna com igni¢ao
por compressdo ou, conforme regulamento, para
geracao de outro tipo de energia, que possa substituir
parcial ou totalmente combustiveis de origem
fossil” (Portal do Biodiesel - Brasil). O método de
obtenc¢ao de biodiesel comumente empregado € o de
transesterificagdo, que consiste na reacdo quimica
de triglicerideos com alcoois na presenca de um
catalisador (acido, basico ou enzimatico) (MEHER;
SAGAR; NAIK 2006; LEUNG; WU; LEUNG,
2010). A glicerina ¢ um subproduto da reagdo, ¢
deve ser purificada antes da venda para se aumentar
a eficiéncia econdmica do processo (ARRUDA;
RODRIGUES;FELIPE, 2007).

O ¢6leo de soja tem sido até o presente momento
a oleaginosa mais empregada para a producdo do
biodiesel, por ser unico 6leo que esta disponivel em
quantidade suficiente para fornecer um mercado
(CANAKCI,
2007). No entanto, o custo do mesmo limita a sua

nacional deste biocombustivel
utilizagdo, uma vez que cerca de 75% das despesas
de producdo do biodiesel provém da matéria-prima
(CANAKCI; SANLI, 2008; MENG et al., 2009),
sendo necessaria uma redugdo do custo da mesma

para o biodiesel se tornar comercialmente viavel.

A exploracdo e incentivo da utilizagao de demais
substratos como fonte de 6leo pode contribuir para
complementar a demanda primaria de biodiesel,
visto que as principais fontes de oleo para a
producdo de biodiesel sdo de culturas alimentares
(BRENNAN; OWENDER, 2010), merecendo o
Brasil o posto de um dos maiores produtores de
6leo de soja (CONAB) no mundo, o que estabelece
um conflito entre as finalidades energéticas e
alimentares no uso das terras araveis (CONCEICAO

et al., 2012). Visando com otimismo uma futura
lideranga mundial do pais na producao de biodiesel,
assim como a utilizacdo de uma matriz oleaginosa
sem fins alimenticios, o 6leo do fruto da Macauba
(Acrocomia aculeata) destaca-se, devido ao grande
potencial para producdo, podendo ser de 1500 a
5000 Kg de 6leo por hectare (MANFIO et al., 2011),
comparativamente muito superior a produtividade
exibida pela soja, cerca de 415 Kg de o6leo por
hectare (NUNES, 2007). A Acrocomia aculeata
produz oleo de alta qualidade e é considerada uma
matriz oleaginosa com grande potencial para a
produgdo sustentavel de biocombustiveis (ABREU
etal., 2012).

Embora o processo convencional de producao
de biodiesel possua bons rendimentos e tempo
de reacdo, possui alguns inconvenientes, como a
dificuldade de separar o catalisador do produto e
do glicerol, a producao de agua altamente alcalina
¢ a necessidade de uma alta qualidade de matérias-
primas (acidez inferior a 0,5%) (MEHER et al.,
2006). A investigacdo de matérias-primas mais
baratas representa uma estratégia associada a
produgdo que tem sido utilizada para melhorar a
viabilidade econdmica do biodiesel. No entanto,
a composicdo destas matérias primas pode
exigir mudangas no processo e modificagdes das
tecnologias ja existentes para a produgdo de um

biodiesel de boa qualidade.

Dentre as tecnologias disponiveis, a obtengao de
¢ésteres de acidos graxos em duas etapas reacionais
para substratos com elevada acidez e umidade, que
consiste na hidrélise dos triglicerideos seguida
da esterificagdo dos acidos graxos obtidos tem se
destacado recentemente (GAN et al., 2010; ROCHA
etal.,2010; SOUSAetal.,2010; TALUKDER; WU;
CHUA, 2010a; MENG et al., 2011; OLIVEIRA
et al., 2011), principalmente sobre o processo
de transesterificagdo convencional, uma vez que
este gera inevitavelmente sabdes na presenga de
acidos graxos (DEMIRBAS, 2008; TING et al.,
2008) inativando assim o catalisador, tornando
a separagdo do biodiesel e glicerol dispendiosa
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e afetando a produtividade do processo (MA;
HANNA, 1999; FUKUDA; KOND; NODA;
2001; BARNWAL; SHARMA, 2005; AKON et
al., 2007, RANGANATHAN; NARASHIMHAN;
MUTHUKUMAR,. 2008; SOUSA et al., 2010).

A hidroesterificagdo permite o uso de qualquer
matéria prima graxa (SOUSA et al., 2010), cujas
quais sdo totalmente transformadas em biodiesel
independente da acidez e da umidade que possuem.
Este processo proporciona uma glicerina muito mais
pura que a glicerina advinda da transesterificagao,
onde um significativo teor de sais, alcoois e outras
impurezas encontram-se presente na glicerina. A
reagdo de hidrdlise acontece na fase orgénica por
meio de trés etapas consecutivas e reversiveis,
nas quais s3o formados diacilglicerideos e
monoacilglicerideos
resultando em uma molécula de acido graxo em
cada etapa (SUAREZ et al., 2009). Apds a hidrolise,
os acidos graxos gerados sdo entdo esterificados,
obtendo-se os ésteres com elevada pureza (MENG
et al., 2011; CAVALCANTI-OLIVEIRA et al.,

2011).

como intermediarios,

Neste estudo, o 6leo de Macauba foi hidrolisado
pormeio deum catalisador enzimatico, rotaescolhida
por destacar-se sob os métodos convencionais e de
altas temperaturas (JIANG et al., 2012). O efeito
das variaveis foi analisado por meio da utilizagao
da Lipozyme® RM IM, e as condi¢des da reagdo
otimizadas utilizando a metodologia de superficie
de resposta, tendo por finalidade a obtengdo de
um hidrolisado rico em acidos graxos livres para
posterior utilizagdo na etapa de esterificacdo.

Materiais e Métodos

Nas reacoes de hidrolise foram utilizados 6leo de
Macauba (Cocal Brasil) e como catalisador a enzima
Lipozyme® RM IM (Sigma-Aldrich), escolhida
apos etapa de selecdo de catalisadores. Na etapa de
titulacdo das amostras foram utilizados: solu¢ao de
alcool etilico/éter etilico 2:1 (v:v) (Vetec/Nuclear),

hidroxido de sédio 0,1 N (Nuclear) e o indicador
fenolftaleina (Nuclear).
do processo foi avaliado na conversao em AGL
utilizando um planejamento experimental fatorial
23 conforme apresenta a Tabela 1.

O efeito das variaveis

Tabela 1 - Valores reais e codificados (- nivel
inferior, 0 intermediario, + nivel superior) das
variaveis independentes, 2°.

o Niveis
Varidveis

-1 0 +1

Temperatura (°C) [T] 40 50 60
Teor de dgua (%) [A] 5 10 15
Enzima (%) [E] 1 3 5

Fonte: autores
As reacdes foram conduzidas em uma

incubadora refrigerada (MA 839/A, Marconi)
onde foram posicionados os Erlenmeyers (com ~7
gramas de meio reacional) a uma plataforma de
movimento orbital com controle de temperatura
e agitacdo. Decorrido o tempo de reagdo de 6
horas sob agitagcdo de 250 rpm, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm por 15 minutos para
remocdo do glicerol formado, sendo que a eficiéncia
da remocdo foi comprovada utilizando o método
EN 14105 (STANDARD UNE-EN, 2003). A agua
ndo reagida foi removida em um rota-evaporador a
vacuo até peso constante. As amostras foram entao
acondicionadas em temperatura de refrigeragao
para posterior analise dos produtos de interesse. A
determinagdo do rendimento em AGL foi realizada
utilizando o método Ca 5a-40 (AOCS, 1998) e o
calculo do rendimento realizado conforme descrito
na equacao 1.

Massa de AGL produzida

R(%)=
(%) Massa de TG inicial

» 100

Semina: Ciéncias Exatas e Tecnolégicas, Londrina, v. 35, n. 1, p. 15-24, jan./jun. 2014

1)

17



Trentini, C. P; Raspe, D. T; Silva, C.

Onde: R ¢ o rendimento, AGL denota o teor de  Tabela 2 - Planejamento experimental fatorial e
acidos graxos livres produzido nas amostras do resultados das reagdes de hidrolise.

meio reacional e TG o teor de triglicerideos presente

. . T A E Rendimento

no o6leo utilizado. Ensaios  (ocy  (0p) (%) R (%)
1 K] 1 1 2251012

: 5 - - - +
Resultados e Discussao 2 ! ! ! 42.770.20
3 1 +1 1 23.72+0,03
Os resultados experimentais de rendimento em 4 -1 +1 +1 41,48 +0,05
AGLs para as reacdes realizadas estdo apresentados 5 +1 -1 -1 2550012
na Tabela 2. Como apresentado na Tabela 2, as 6 1 1 -1 31,35+0,09
N . . - 7 +1 -1 +1 38,28+0723
reacdes foram conduzidas por meio da variagdo

d d lisad 1d 8 +1 +1 +1 50,52 +0.10
a temperat.ura, te'or ¢ catalisador ¢ percentual de 9 0 0 0 37202007
égua no meio reacional. 10 0 0 0 3736+0.12
11 0 0 0 38.20+0,14

Fonte: autores

Figura 1 - Grafico de Pareto com as varidveis experimentais significativas, onde E, corresponde ao
percentual de enzima; T, temperatura; A, teor de agua e L, efeito linear.
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A Figura 1 apresenta os resultados obtidos
por meio do planejamento proposto, onde todas
as variadveis apresentaram um efeito positivo e
significativo no estudo avaliado, sendo que a
concentragdo de enzima apresentou efeito mais
pronunciado. Dos ensaios realizados, o maior
rendimento obtido (50,52%) correspondeu ao uso da
temperatura de 60 °C, percentual de agua de 15%
e catalisador de 5%. Todas as intera¢des entre as
variaveis do processo apresentaram efeito positivo,
sendo somente a interacdo da temperatura com o
teor de agua significativo (p>0,05).

Os
inferiores a 60 °C reduziram a porcentagem de

ensaios conduzidos em temperaturas
hidrolise do 6leo de macauba, devido ao aumento da
viscosidade da emulsdo pela aglomeragdo das gotas
de 6leo, favorecida com a redugdo da temperatura
(McCLEMENTS; WEISS, 2005). Puderam ser
observados maiores rendimentos ao utilizarem-se
maiores quantidades de agua no meio reacional,
conforme verificado nos ensaios 7 e 8. A literatura
reporta que estes resultados podem ser atribuidos
a agregacdo de gotas de Oleo para a formacao de
gotas maiores, o que reduz drasticamente a sua
area superficial na interagdo 6leo/dgua em meios
com pouca agua (McCLEMENTS e WEISS, 2005;
SUN; GUNASEKARAN, 2009). Os ensaios 6 ¢ 8
esbogam os resultados para os diferentes percentuais
de catalisador sob um mesmo teor de 4gua. Aumento
na taxa de reagdo proporcionais ao aumento do teor
de enzima também foram verificados no estudo de
Freitas et al. (2007), You e Baharin (2006) e Meng
etal. (2011).

Freitas et al. (2007) relatam que a um hidrolisado
com 35% de AGLs foi obtido decorridas 24 horas,
sob temperatura de 40 °C e agitagdo de 200 rpm.
O percentual de catalisador relatada pelos autores
variou de 1 a 3% (em relagdo a massa de 6leo),
onde o percentual de 3%, correspondeu ao maior
rendimento obtido. You e Baharin (2006) avaliaram
o efeito da concentracdo da enzima em fungdo
do rendimento de oleina de palma na hidrolise
catalisada pela Candida rugosa, sendo verificado que

a producdo de AGLs teve aumento com o aumento
da concentragdo de enzima, especialmente de 0,5 a
1%. Efeito semelhante foi observado por Meng et al.
(2011) para a hidrolise do 6leo de soja com Yarrowia
lipoltica (imobilizada), a qual foi avaliada sob
concentragdes de 25 a 100 Uw g' de 6leo, sendo
relatados rendimentos de aproximadamente 90%
para a maior quantidade de enzima.

Diferentes estratégias sao empregadas para evitar
a agregacdo das gotas de dleo na interface o6leo/
agua, tais como a adicao de agentes emulsificantes,
poliois, proteinas e sais (MOREAU et al., 2003;
McCLEMENTS e WEISS, 2005; LET et al,
2007; SERRI; KAMARUDIN; ABDUL 2008;
TALUKDER et al., 2010b; SHARMA et al., 2013).
(RATHOD; PANDIT, 2009), realizando a hidrolise
do o6leo de mamona visando otimizar as variaveis
do processo, obtiveram 36,78% de AGLs por meio
da razdo molar 6leo:dgua de 1:3, adicdo de 5 mL
de solucdo enzimatica de Aspergillus oryzae com
concentragdo de 1% (em relagdo a massa de 6leo)
feita com uma solugdo tampao de fosfato de sodio
(0,2 M) a pH 7,0, 1 mL de solvente iso-octano e
temperatura de 35-40 °C por uma hora. Goswami,
Basu e De (2012), visando maximizar a produgao
de acido erucico por hidrolise do 6leo de mostarda
com lipase pancreatica suina, obtiveram cerca de
95,5% de AGLs apos 6 horas de reacdo por meio da
combinagdo das variaveis temperatura de 24,2 °C,
pH de 8,7, concentragdo de enzima de 2,71 mg/g de
o6leo e de 1,25 g de tampao por grama de 6leo.

No entanto, neste estudo as reagdes foram
compostos,
requerendo elevada concentracdo de agua, para

conduzidas sem a adicdo destes
formar maior area superficial entre os substratos;
maior temperatura, visando o decréscimo da
viscosidade da emulsdo; e maior percentual de
catalisador, fornecendo rendimentos maiores em
menores tempos de reagdo. Embora o melhor
rendimento tenha sido obtido perante as maiores
quantidades dos substratos avaliados, este estudo
destaca-se por estar isento de quaisquer aditivos

para o melhoramento reacional.
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Os resultados obtidos pelo delineamento
experimental foram analisados estatisticamente,
permitindo assim o desenvolvimento de um modelo
codificado do rendimento em AGLs em funcao da
concentragdo de agua e enzima. O modelo resultante
foi validado pela analise de variancia, onde o R* e o
teste de F pararegressao (valor calculado), mostraram
que o modelo (Equacdo 2) foi capaz de representar
bem os dados experimentais do rendimento em
AGLs na gama de fatores estudados, permitindo a
construgdo da superficie de resposta apresentada na
Figura 2. Uma anélise desta figura permite concluir
que os rendimentos mais elevados sdo obtidos com
os niveis mais elevados de concentragao de agua e
enzima, dentro do intervalo estudado. Como pode
ser observado a partir da Equagado 2, a concentragdo
de 4agua e enzima apresentaram efeito positivo
significativo (p>0,05), bem como a interagdo entre
elas sobre o rendimento de AGLs.

R (%)=3536+225A+874E+ 0,48 AXE (2)

Onde A4 corresponde a concentragdo de agua e £
a concentrag¢do de enzima.

Cavalcanti-Oliveira et al. (2011) obtiveram
AGLs,
62% oleo de soja e 2,3% de lipase Thermomyces

aproximadamente 58% de utilizando
Lannuginosus (TL 100L), 37% de solugdo tampao
de fosfato (10M), pH 8,0 a uma temperatura de
60 °C em 5 horas de reacdo. Rodrigues e Ayub
(2011), realizaram reagao de hidrolise com 6leo se
soja obtendo um rendimento de aproximadamente
35%, sob razdo molar 6leo:agua de 1:3 ¢ 25% de
Lipozyme® RM IM em relacdo a massa de 6leo,
30 °C em 10 horas a 200 rpm. Liu et al. (2008)
obtiveram rendimento de 77% de AGLs com o
oleo de soja em meio livre de solvente organico,
razdo massica agua:6leo de 1:2,5 e 0,55% de
lipase Candida Lipolytica em uma solugdo tampao
de pH 7,7 a 45 °C por 12 horas de reagdo a 150
rpm. Ribeiro, Coelho e Barreto, (2012) utilizaram

oleo de buriti, obtendo 73% de AGLs, razdo molar
Oleo:agua de 1:2,33 ¢ 0,47g de Lipozyme® TL IM
a 31 °C em 4 horas de reagcdo com agitacdo de 300
rpm.

Figura 2 - Superficie de resposta para a producao
de AGLs em funcdo da concentracdo de agua e
enzima. As condi¢des experimentais ¢ os dados
entdo apresentados na Tabela 1.

M 55
- B 50
B 45
[ 40

O
Pwanssse?

=

Fonte: autores

Conclusao

Neste trabalho foi
diferentes condi¢des operacionais no rendimento da
hidrolise do 6leo de Macauba. Para tal, obtiveram-
se rendimentos de 50,5% de triglicerideos em AGL
em 6 horas de reacdo, a 60 °C, percentual de agua
de 15% (m/m), e percentual de catalisador de 5%
(m/m).

verificado o efeito de
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