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SINTESE DE BIODIESEL A PARTIR DO
OLEO DE ACAI EMPREGANDO LIPASE
COMERCIAL IMOBILIZADA EM
SUPORTE DE BAIXO CUSTO

RESUMO

Para suprir a crescente demanda mundial energética, em um
contexto de grandes preocupagdes sobre as questfes ambientais e
a escassez das reservas dos combustiveis fosseis e, além do
interesse pela independéncia energética, investe-se na pesquisa e
em formas alternativas de energia. Dentre essas alternativas, o
biodiesel destaca-se por ser um combustivel renovavel produzido
utilizando-se fontes naturais. As analises da matéria-prima, como
a densidade, a viscosidade e a massa molar média, foram
realizadas previamente ao processo de sintese. Este trabalho
consiste na producdo de biodiesel a partir de éleo de agai
empregando lipase comercial imobilizada em suporte de baixo
custo. A sintese de biodiesel alcangou um rendimento de 51,49%
em 12h de reacéo.

Palavras-chave: Biodiesel. Lipase AK. Oleo de acai.
Polihidroxibutirado (PHB).

THE PROCUTION OF BIODIESEL
FROM ACAI OIL EMPLOYING
COMMERCIAL LIPASE IMMOBILIZED
IN LOW COST SUPPORT

ABSTRACT

To meet the growing world energy demand, in a context of great
concerns about environmental issues, the shortage of fossil fuels'
reserves, and also with interest in energy independence, there is a
large investment in researches and developments of alternatives
for energy supply. Among the alternatives, biodiesel stands out
because of its characteristics, for example, it is made from
renewable raw material, is biodegradable. Raw material
characterization, such as acidity index, density, viscosity and
average molar main were carried out before the synthesis process.
This work consists of the production of biodiesel from agai oil
using commercial lipase immobilized in support of low cost. The
biodiesel synthesis achieved a yield of 51.49% in 12 hours of
reaction.

Keywords: Biofuel. Lipase AK. Acai oil. Polyhydroxybutyrate
(PHB).
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1. INTRODUCAO

Ja faz um tempo que o cenario mundial
estd voltado para o desenvolvimento de novos
combustiveis capazes de suprir a demanda
mundial energética. Com o aumento acelerado da
populacdo mundial e, consequentemente, alto
consumo de energia, as principais fontes
energéticas (reservas de petréleo) estdo se
esgotando cada vez mais rapido. Em razdo desta
situacdo 0 biodiesel vem sendo uma das
principais alternativas para a solucdo deste
irreversivel problema. O biodiesel é um
combustivel renovavel, biodegradavel e sua
queima é mais limpa que o diesel (MOTHE,
2005). Sua constituicdo é uma mistura de ésteres
etilicos ou metilicos extraidos de acidos graxos,
obtidos pela transesterificacdo de quaisquer
triglicerideos com é&lcool de cadeia curta
(metanol ou etanol). Pode ser obtido a partir de
Oleos vegetais, gorduras animais ou qualquer
outra fonte de &cidos graxos (OSAKI, 2008).
Além disso, o biodiesel apresenta uma série de
vantagens técnicas em relacdo ao diesel mineral:
prolonga a vida do motor, apresenta melhor
lubricidade, baixo risco de explosdo,
biodegradavel, e, é claro, a baixa emissdo de
gases poluentes durante sua gqueima. Entretanto,
0 biodiesel também apresenta suas desvantagens,
possuindo maior viscosidade e alto custo para
sua producdo (MOTHE, 2005). Em virtude da
maior quantidade de vantagens financeiras e
ambientais é que hoje, pode se substituir diesel
por biodiesel.

O Brasil é considerado hoje um dos
paises com maior potencial para a produgdo do

biodiesel devido suas Otimas condigdes

climaticas e grande area territorial. Entretanto,
dois fatores dificultam o progresso do biodiesel
no Brasil e no mundo: a reducdo no preco do
petréleo e seu elevado custo de produgdo. Além
disso, o Brasil possui um programa nacional que
permite a substituicdo total ou parcial, do diesel
presente em grande parta da frota veicular
nacional (KOHLHEPP, 2010). Basicamente, 0
biodiesel é obtido a partir de uma reacdo de
transesterificacdo quimica ou enzimatica. Este
processo consiste na conversao de triglicerideos
a ésteres de acidos graxos e glicerina, através da
reacdo com alcoois, na presenga ou ndo, de um
&cido ou de uma base forte ou enzima. Como
produtos finais sdo obtidos os ésteres (biodiesel)
e a glicerina (BRANCO, 2007). A
transesterificagdo pelo processo quimico é mais
simples, rapida e com alto rendimento,
entretanto, ao final do processo, o catalisador
utilizado permanece misturado com a glicerina e
dificulta a sua separacdo e purificagdo. J& na
producdo via enzimatica, o biocatalisador pode
ser reutilizado e o produto apresenta maior
pureza. Também se deve atentar quanto ao tipo
de alcool (etanol ou metanol) utilizado no
processo. O etanol é o mais adequado por ser
independente do petr6leo, é menos toxico e
apresenta menor custo financeiro
(NASCIMENTO, 2001). Portanto, este trabalho
teve como objetivo principal estudar a sintese de
biodiesel utilizando a reacdo de
transesterificagdo enzimética catalisada por
lipase comercial imobilizada em suporte de
baixo custo, a partir do éleo de acai e alcool de

cadeia curta (etanol).
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2. MATERIAL E METODOS

Lipase de Pseudomonas fluorescens
(AK) e o polihidroxibutirato (PHB) de grau de
pureza analitico foram adquiridos da Sigma
Aldrich Co. Quanto ao substrato foi utilizado o
extrato de 6leo de acai que foi adquirido de uma
empresa comercial. Como materiais de partida
foram utilizados: solventes (acetona, &lcool
etilico, hexano, éter); sais (fosfato bibasico e
monobasico de potassio, periodato de sodio);
acidos (sulfarico, nitrico, fosférico); bases
(hidroxido de potassio e de sddio);
emulsificantes (goma ardbica em  pd);
indicadores (fenolftaleina, azul de bromotimol);
entre outros reagentes necessarios para as

reacOes enzimaticas.

Tratamento do Suporte PHB e Imobilizagéo da
Lipase AK por Adsorcéo Fisica

Na primeira etapa do experimento,
pesou-se 1g de PHB em tubo falcon, em seguida
foram adicionados 10 mL de &lcool anidro. A
mistura foi homogeneizada e colocada em shaker
a 25°C/ 30 min, numa agitagdo de 125 rpm.
Apo6s 30 minutos, foi feito a filtragdo a vacuo da
solucdo de PHB e alcool, lavando com 250 mL
de agua destilada. Numa segunda etapa, o
suporte previamente tratado foi colocado
novamente em outro tubo falcon com 20 mL de
tampéo fosfato de s6dio 5 mM e pH 7,0. A esta
solugéo foram adicionados diferentes
carregamentos de lipase AK (5, 10, 20, 30, 40 e
50 mg). ApoOs essa etapa, foi colocado em shaker
orbital, a 150 rpm e 25°C em processo overnight.
Apo6s 12h de contato, realizou a filtragdo a vacuo

dessa solucdo, estocando o filtrado e também o

sobrenadante para posterior andlise da atividade

hidrolitica e proteina.

Determinag&o da Atividade Hidrolitica

A atividade enziméatica da lipase nas
formas livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrdlise da emulséo de 50g de azeite
de oliva e 50g de solugdo de goma arabica a 7%
(m/m), conforme metodologia modificada por
Soares et al. (1999). Os &cidos graxos liberados
foram titulados com solugéo de KOH (0,02M),
utilizando fenolftaleina como indicador. Em
frascos de erlenmeyer de 125 mL foram
adicionados 5 mL da emulséo, 4,9 mL de solucéo
tampédo fosfato de sédio (100 mM, pH 7,0 e
adicionados 0,1g do derivado imobilizado ou 0,1
mL de sobrenadante ou da enzima livre. Os
frascos foram incubados a 37°C por 5 min, em
banho termostatizado com agitagdo de 200 rpm.
Ap6s o periodo de incubacdo, a reacdo foi
paralisada com a adicdo de 10 mL de uma
solugdo de etanol/acetona (1:1). Em seguida,
titularam-se todas as amostras contidas nos
erlenmeyers com uma solucdo de KOH 20 mM,
utilizando fenolftaleina como indicador. Uma
unidade internacional (Ul) de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que libera
1 umol de &cido graxo por minuto de reacdo, nas

condigdes do ensaio.

Propriedades cataliticas da lipase livre e
imobilizada

A lipase na forma livre e imobilizada foi
caracterizada quanto a sua atividade total em
funcéo do pH e da temperatura mantendo fixo a
concentragdo da enzima e agitacdo. A influéncia

do pH e da temperatura na atividade da lipase
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livre e imobilizada foram estudadas utilizando-se
a reacao de hidrolise na faixa de pH entre 4 a 8, e
na temperatura de 35 a 60°C. O objetivo deste
conjunto de testes foi determinar a melhor
combinacdo das varidveis para a obtencdo
méxima de acidos graxos livres (AGL). As
reacGes de hidrolise foram realizadas de acordo

com metodologia de Soares et al. (1999).

Caracterizacao da matéria-prima e do produto
formado (biodiesel)

Densidade

As densidades foram medidas em
temperatura ambiente (25 £ 1°C) e para tal, as
amostras foram pesadas em baldes volumétricos
de 10 mL. Ap6s a pesagem, a densidade foi
determinada utilizando a relagdo entre massa
medida (em balanca analitica com quatro casas
de precisdo) e o volume do baldo utilizado
(previamente aferido com 4&gua bidestilada a
temperatura de 25°C). O procedimento de
medida para todas as amostras foi realizado em
triplicata, obtendo um valor de densidade média
e seu respectivo desvio padrio (o).
Paralelamente foi feito uma medigdo com o
picndmetro (BROCK et al, 2008). Os
picnémetros foram calibrados com 4&gua e
posteriormente utilizados na determinagdo das
densidades das amostras de biodiesel em

triplicata.

Viscosidade

Para a determinacdo da viscosidade do
6leo de acai e do biodiesel (monoésteres de
acidos graxos) foi utilizado um viscosimetro da
marca Brookfield. O instrumento é equipado

com cilindros de didmetros diferentes (spindles),

em que é utilizado o cilindro adequado conforme

a viscosidade do fluido.

Reacdo de transesterificacdo enzimética do
extrato de 6leo de acai em etanol

Baseado em trabalhos ja realizados em
nosso grupo de pesquisa para a producdo de
biodiesel, foi adotada uma razdo molar 1:9 de
Oleo de acai/ alcool em um meio reacional de
30g (m/m). Para isto foi necessario quantificar os
acidos graxos que compunham os Gleos em
analise. Conhecida a quantidade de A&cidos
graxos, selecionaram-se aqueles com maiores
concentragdes para determinar a concentragao
molar de acidos graxos e dos 6leos.

Cada reacdo foi conduzida sobre
agitador magnético em reatores de vidro
acoplados a um banho térmico e a um
condensador, controlando os fatores de cada
ensaio (temperatura, massa de enzima, massa de
6leo e massa de etanol). As reagdes foram
monitoradas durante 12 h para se ter um
panorama melhor da conversdo dos triglicerideos
em ésteres etilicos, sendo retiradas amostras aos
tempos de 6 e 12 h. As amostras provenientes de
cada ensaio foram armazenadas no freezer. Ao
final dos ensaios as amostras foram enviadas

para analise de viscosidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacdo do Oleo de Acai em Acidos
Graxos

Os componentes mais expressivos dos
Oleos e gorduras sdo os triglicerideos e suas
propriedades fisicas dependem da estrutura e
distribuicdo dos &cidos graxos presentes. Os

6leos e gorduras naturais podem ser o Unico
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constituinte de um produto ou podem fazer parte
da mistura de diversos constituintes em um
composto. Existem casos, entretanto, que se
torna necessario modificar as caracteristicas
desses materiais, para adequa-los a uma
determinada aplicacdo. Portanto, 0 setor
industrial de 6leos e gorduras tem desenvolvido
diversos processos para manipular a composi¢do
das misturas de triglicerideos (CASTRO et al.,
2004). A composi¢do em acidos graxos de uma
determinada matéria prima lipidica é dependente
do tipo de espécie de oleaginosa e influenciada
por fatores climaticos e regionais.

As composi¢cdes em &cidos graxos de

6leo de agai sdo mostradas na Tabela 1.

Tabela 1. Composicao do 6leo de agai

Acido % Massa MM parcial

Graxo (m/m) Molar
Palmitico 22,0 256,42 5641,24
Palminoléico 2,00 254,40 508,80
Estedrico 2,00 284,47 568,94
Oléico 60,00 282,46 16947,60
Linoléico 12,00 280,44 3365,28
Avraquidico 2,50 282,55 706,37
MMac= Y(%; x Mmi)/ Y%i) = 27738,23/100,5 =
276,00 g/mol;

MMgjeo = 3(MMpc) + 38 = 866,00 g/mol

Com relacdo a composicdo em &cidos
graxos (Tabela 1), os perfis de &cidos graxos das
amostras indicam uma composicdo bem
diversificada que permitird verificar a atuacéo
dos catalisadores em termos de seletividade de
reacdo. Além disso, a estrutura molecular dos
ésteres alquilicos varia segundo as caracteristicas
estruturais dos &cidos graxos dos 6leos vegetais
precursores do biodiesel. O tamanho e 0 nimero
de insaturagdes da cadeia carbOnica sdo também
fatores determinantes de algumas propriedades
do biodiesel. Pode observar que a elevagdo do

ndamero de cetano, calor de combustdo e dos

pontos de fusdo e ebulicdo do combustivel séo
reflexos do aumento do comprimento da cadeia
carbonica dos ésteres. O aumento do nimero de
insaturacBes ocasiona uma diminuicdo da
estabilidade oxidativa, além de diminuir também
os valores do calor de combustdo, do nimero de
cetano e dos pontos de fusdo e ebuli¢éo.

De acordo com a Tabela 1, a maior
proporcao em &cidos graxos foi de 60% de &cido
oléico. Essa caracteristica do 6leo de acai pode
facilitar a reagdo de transesterificagdo, pois 0s
ésteres lauricos sdo compostos de cadeias curtas
gue interagem mais eficaz e efetivamente com o
agente acilante e com o catalisador.

De acordo com Knothe (2005), a
determinacdo da composicdo em &cidos graxos
das diversas matérias primas influencia na
qualidade do biodiesel gerado. Algumas das
caracteristicas estruturais que influenciam nas
propriedades do biodiesel originado sdo: o
comprimento da cadeia, 0 grau de insaturacéo e a

presenca de ramificaces.

Caracterizacéo do Biocatalisador

Determinacédo do Teor de Proteina

O contetdo de proteina da lipase soltvel
foi determinado pelo método colorimétrico de
Bradford (BRADFORD, 1976) e o valor
encontrado para a lipase AK na sua forma livre

foi de 68 mg de proteina/g de pé.

Efeito do carregamento inicial de proteina

O efeito de carregamento inicial de
proteina foi estudado com o intuito de obter um
biocatalisador com alta retencdo de proteina e
atividade catalitica. Conforme estudos realizados
por Dabaja et al. (2013) e Bezerra et al. (2013), o
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carregamento com maior atividade e maxima
concentracdo de enzima foi uma concentracédo de
30 mg delipase AK/g de PHB e atividade
hidrolitica especifica atingiu 190,80 Ul/qg,

conforme Figura 1.
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Carregamento de Proteina (mg)

Figura 1 — Influéncia do carregamento inicial de
proteina nas propriedades cataliticas da lipase AK.

As concentragdes avaliadas foram 2,5;
5,0; 10,0; 15,0; 30,0 e 40,0 mg/g de suporte. A
metodologia escolhida para comprovacdo do
melhor carregamento foi realizada pela avaliagdo
do sobrenadante, no qual se obtém a curva de
rendimento da atividade hidrolitica tedrica.
Foram feitas duas andlises: primeiramente com o
sobrenadante (tampdo e enzima) anterior a
imobilizacdo, avaliando a enzima livre em
solucdo; e a outra analisando o sobrenadante
ap6s a retirada do derivado imobilizado,
verificando a capacidade de retencdo do PHB e
capacidade catalitica da enzima, conforme

mostrado na Tabela 2 e Figura 2.

Tabela 2 - Atividades hidroliticas inicial e final, na
analise do sobrenadante (proteina livre), em funcéo
dos diferentes carregamentos de proteina para
imobilizacdo em PHB.

Carregamento AH AH AH
(mg/g) Inicial Final Tedrica
(Ulg) (Ulg) (Ulg)
2,50 413,47 80,65 332,82
5,00 917,80 291,03 626,77
10,00 1798,67 839,57 959,10
15,00 2123,63  1119,94 1003,70
30,00 4446,89  3335,47 1111,42
40,00 5768,85  4636,07 1132,79

Ativitade Midrsditica (U/g)

Carregamento (mg/g Ge FH0)

Figura 2 - Comportamento hidrolitico da lipase livre,
antes e depois da imobilizagdo, de acordo com o0s
diferentes carregamentos de proteina (mg/g de PHB).

Analisando a Figura 2, comprovou que 0
melhor carregamento foi o de 30 mg, apesar que
o0 carregamento de 40 mg, a atividade hidrolitica
foi considerado praticamente igual.

Utilizando somente a concentracdo de 30
mg de proteina, obteve-se o valor de 413 U/g, no
método de hidrdlise do azeite (SOARES et al.,
1999). Este rendimento foi superior que o de
Dabaja et al. (2013) e Bezerra et al. (2013).

Na avaliacdo do sobrenadante resultante
da imobilizagdo com PHB ndo havia atividade
hidrolitica quantificavel por titulagio com
NaOH, indicando méaxima eficiéncia de
imobilizag&o.

Mendes (2009) identificou que a
atividade hidrolitica real é inferior a teorica,
devido a existéncia de agentes protetores de
enzima, presentes no p6é comercial e, por
conseqiiéncia, na solucdo com enzima livre.
Além disso, quando imobilizada, a enzima forma
ligacGes diversas com o suporte, que podem
distorcer ou inibir a acdo dos sitios ativos das

enzimas.

Propriedades da Lipase Livre e Imobilizada
A principal caracteristica das enzimas é

catalisar as reacdes quimicas e biolégicas que
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ocorrem nos seres vivos, sendo que sua fungédo
catalitica baseia-se na medida quantitativa da
velocidade da reacdo em que participam. Devido
a sua natureza protéica sdo altamente sensiveis
as variacOes de pH, temperatura, concentracdo da
prépria enzima, entre outros. Portanto, o
conhecimento da atuacdo desses parametros
sobre a reacdo enziméatica permite o melhor
emprego das propriedades cataliticas das
enzimas. Qualquer que seja o método de
imobilizacdo de enzimas deseja-se preservar,
tanto quanto possivel, a atividade biocatalitica e
a especificidade da enzima. Apesar da
superioridade das enzimas imobilizadas sobre as
livres, o processo de imobilizagdo pode
modificar a cinética e as propriedades fisico-
guimicas da enzima, normalmente, reduzindo sua
atividade especifica. Para verificar as alteragdes
causadas nas propriedades originais da lipase
livre, foi determinada a influéncia do pH e
temperatura na atividade enzimatica da lipase

livre e imobilizada.

Influéncia do pH

As enzimas somente sdo ativas numa
faixa restrita de pH e na maioria dos casos ha um
pH ¢6timo definido. O efeito do pH sobre a
enzima deve-se as variagdes no estado de
ionizacdo dos componentes do sistema a medida
que o pH varia. Como as enzimas sao proteinas
gue contém muitos grupos ionizaveis, elas
existem em diferentes estados de ionizagdo, por
isso, a atividade catalitica é restrita a uma
pequena faixa de pH (PEREIRA, 1999 apud
HARTMEIER, 1988). As enzimas imobilizadas
também apresentam o comportamento tipico das
enzimas livres, porém o perfil de pH da enzima

soltvel e imobilizada nem sempre coincide, uma

vez que o processo de imobilizacdo pode induzir
a mudancas conformacionais, bem como alterar
0 estado de ionizacdo e dissociacdo da enzima e
seu  macroambiente. Nos métodos de
imobilizacdo de enzimas, quando o suporte tem
uma carga elétrica o comportamento cinético da
enzima imobilizada pode diferir daquele
observado para a enzima solGvel, mesmo na
auséncia de efeitos difusionais. Esta diferenca
deve-se as interagdes eletrostaticas no
microambiente das enzimas imobilizadas serem
diferentes das existentes em  solucéo
(macroambiente) (PEREIRA, 1999 apud
HARTMEIER, 1988; ZANIN, 1989).

Na Figura 3 apresentam-se 0s resultados
obtidos no estudo da atividade da lipase livre e

imobilizada em diferentes pHs.

1dade Hd

Figura 3 - Influéncia do pH na atividade hidrolitica da
lipase AK livre e imobilizada em PHB.

Observa-se na Figura 3 que a lipase AK
na sua forma livre e imobilizada apresentam
atividade méaxima em pH igual a 8,0.
Geralmente, o processo de imobilizagdo confere
uma maior estabilidade ao pH a enzima
imobilizada, uma vez que em pH 5,0 a enzima
imobilizada ainda apresentava cerca de 20% de
atividade. Este fato corrobora o observado na
literatura, que em muitos casos 0 processo de
imobilizagdo atua no sentido de aumentar a
estabilidade ao pH (PEREIRA et al., 2001).
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Na lipase livre, a atividade hidrolitica
diminuiu a partir de pH 8,0, sendo que é possivel
inferir que sua faixa ideal esta entre pH 7,0 e 8,0,
onde seu rendimento é sempre superior a 90 %.
A melhor atividade hidrolitica atingiu 7000 U/g
de pd (atribuida eficiéncia de 100%). Apds o seu
pico de méxima expressdo catalitica, a lipase
livre  perde  funcionalidade de  forma
consideravel, considerando que pequenas
alteragbes no pH comprometeram sua agédo
catalitica na hidrdlise do azeite de oliva.

Na lipase imobilizada, o crescimento da
curva de rendimento catalitico apresentou um
comportamento logaritmico continuo até o ponto
de méximo, em pH 8,0, situacdo em que a
atividade hidrolitica mensurada chegou a 24409
U/g de pé (atribuida eficiéncia de 100%).

O desempenho da lipase imobilizada foi
superior ao da lipase livre, uma vez que a menor
atividade verificada da enzima imobilizada foi
em pH 5,0, situagdo em que foi quantificado
6872 Ul/g, contra 2248 U/g medido para 0 mesmo
pH, quando a enzima encontrava-se livre em
solucdo. A mesma situacdo foi verificada nos
valores com maior rendimento de atividade, pois
guando o pH era 8,0, a atividade hidrolitica
medida para a enzima imobilizada era 24409
U/g, contra 7000 U/g medido no mesmo pH,
porém com a enzima livre.

De acordo com a literatura para a lipase
AK (P. fluorescens) imobilizada em quitosana
também ndo foi observada mudanca de pH 6timo
de atuacdo em relagdo a enzima livre
(ITOYAMA et al., 1994).

Influéncia da Temperatura

A influéncia da temperatura sobre a

atividade da enzima livre ou imobilizada &,
geralmente, representada em termos de atividade
ou velocidade de reacdo em funcdo da
temperatura. A dependéncia da temperatura na
atividade enzimatica foi investigada em tampéao
fosfato 0,1 M, pH 7,0, numa faixa de
temperatura entre 30 a 70 °C. Na Figura 4 estdo
apresentadas as temperaturas étimas de atuacdo
da lipase livre e da imobilizada obtida neste
trabalho.

* Lipase Livre
. Lipase imobitzada

Hvoltica (%

Avedade

¥
bk
-

Temperatura (*\C

Figura 4 - Influéncia da temperatura na
atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada
em PHB. Hidrdlise do azeite de oliva por 5
minutos em pH 7,0.

Observa-se na Figura 4 que a maxima
atividade da lipase livre ocorreu a 50 °C quando
alcancou 6883 U/g de p6 (100% de Atividade
Relativa), enquanto a lipase imobilizada em PHB
apresentou uma atividade maxima igual a 172,78
U/g suporte seco a 40°C. Nesse caso, 0 processo
de imobilizagdo ndo atuou no sentido de
aumentar a temperatura 6tima da enzima, nao
sendo favordvel, pois quanto maiores as
temperaturas de operacdo menores s&o 0S riscos
de contaminagdo microbiana, mas pode ocorrer 0
fenémeno de desnaturacdo térmica da enzima.

No caso da lipase imobilizada, a
expressdo da atividade foi mais lenta, sendo que
na faixa de temperatura de 30 a 45°C, sua

variacdo em eficiéncia catalitica ficou entre 88%
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a 100%. A maxima atividade hidrolitica foi em
40°C, onde a com atividade medida foi de 23497
U/g de pé (100% de atividade relativa). Dentro
da faixa de temperatura ideal, a enzima
imobilizada apresenta-se funcional, uma vez que
a oscilacdo de sua eficiéncia é imperceptivel,
permitindo inferir que a enzima é estavel nas
alteracdes de temperatura durante a reacdo de
transesterificagdo.

Associado a esta caracteristica positiva,
da mesma forma que nas analises de pH, a
avaliagdo da atividade hidrolitica da enzima livre
e imobilizada, considerando os valores reais
expresso em “U/g”, o desempenho da enzima
imobilizada é superior ao da enzima livre. Uma
vez que a menor atividade verificada da enzima
imobilizada foi na temperatura de 65°C, situagdo
em que foi quantificado 11529 U/g, contra 2537
U/g medido para a temperatura de 30°C, quando
a enzima encontrava-se livre em solucdo. A
mesma situagdo foi verificada nos melhores
valores de rendimento de atividade, pois quando
a temperatura era de 40°C, a atividade hidrolitica
medida para a enzima imobilizada foi de 24409
U/g, contra 7000 U/g medido no mesmo pH,
porém com a enzima livre.

Na literatura sdo encontrados exemplos
de alteracdo da temperatura 6tima da enzima
livre e imobilizada tanto no sentido de aumento
como diminuicdo. Por exemplo, a enzima
amiloglicosidase apresentou Otimos diferentes
em funcdo do tipo de substrato (amido, milho,
batata, mandioca, entre outros) e do suporte
empregado na imobilizagdo (ZANIN, 1989;
ZANIN e MORAES, 2004).

Sintese do Biodiesel

A producdo de ésteres etilicos
(biodiesel) por via enzimatica envolve um
mecanismo complexo dependente do tipo de
substrato, enzima, solvente organico e
concentracdo do meio reacional. Para verificar a
atividade catalitica da preparacdo de lipase
imobilizada em PHB, inicialmente foi realizado
um teste preliminar mantendo condic@es fixas de
temperatura, massa de biocatalisador e razdo
molar do 6éleo/ alcool baseado em estudos ja
pesquisados na literatura (BARON, 2008;
SILVA, 2010 e SILVA, 2011).

A reacdo de transesterificacdo ocorreu
em reatores de bancada a uma temperatura
constante de 45°C, mantido por um banho
térmico, e sob agitacdo mecanica constante,
conforme ilustrado na Figura 5 e 6. Além disso, a
reacdo de transesterificacdo ocorreu por um
periodo de 48h e as amostras retiradas nos
intervalos de tempo de 6 e 12h de reacdo e
analisadas em viscosimetro. Apos 0s tempos pré-
determinados, as amostras foram coletadas e
purificadas, sendo removidos: o derivado
imobilizado, a glicerina, o etanol e medindo a

umidade.

Figura 5 — |llustracdo do meio reacional para
producéo de biodiesel
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(A)

(B)

Figura 6 - Fotos das amostras nos tempos de 6 h (foto
A) e 12 h (foto B).

Observa-se na Figura 6 que no tempo de
6 h (foto A) foi possivel visualizar uma pequena
pelicula de biodiesel, enquanto no tempo de 12 h
(foto B) essa pelicula ndo formou. Pode-se
concluir entdo, que a reagdo de transesterificacdo
a partir do 6leo de acai utilizando lipase AK
imobilizada teve seu rendimento total nas
primeiras 6 h de reagéo.

Foi feita a andlise de viscosidade do
biodiesel obtido do Oleo de agai, onde foi
verificado que a viscosidade do Oleo de acai
bruto foi de 32,39 cp, e o do produto final
(biodiesel) foi de 16,37cp, indicando que houve
formacdo de biodiesel com uma conversdo de
aproximadamente 51,49%, num periodo de 12h.
Isso indica que seria necessario um tempo maior
para atingir o 100% de conversdo em ésteres

etilicos (biodiesel).

4. CONCLUSAO

O estudo sobre a imobilizagéo da lipase
AK em PHB para a producéo de biodiesel, com o

uso do Oleo de acai como matéria prima para a

transesterificacdo, permitiu confirmar que: a) a
composicdo diversificada de acidos graxos do
Oleo de acai o faz matéria prima de grande
interesse para a producdo de biodiesel, sendo o
acido graxo quantificado em maior concentracao
foi o acido oléico (60% m/m); além disso, 0s
acidos graxos quantificados tém cadeia
relativamente curta e interagem mais eficaz e
eficientemente com o agente acilante e com o
catalisador; b) o carregamento de 30 mg de
enzima apresentou melhor atividade catalitica
(413 U/g) quando comparado com os dados da
literatura e, devido a auséncia de atividade
catalitica no sobrenadante, tem-se que a
imobilizagdo foi maxima; c) a lipase imobilizada
apresentou maior estabilidade a variacdo de pH,
sendo 8,0 o pH 6timo; d) a lipase imobilizada
apresentou atividade catalitica maxima em
menor temperatura (30 a 45°C) que quando em
sua forma livre (50°C), todavia, quando a
temperatura era de 40°C, a atividade hidrolitica
medida para a enzima imobilizada foi de 24409
U/g, contra 7000 U/g medido no mesmo pH com
a enzima livre, o que evidencia melhor eficiéncia
da forma imobilizada; €) a producéo do biodiesel
apresentou taxa de conversdo igual a 51,49%,
porém pode-se inferir que essa taxa seria maior

se tal processo fosse mais longo.
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