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RESUMO

A crescente demanda por energia e 0s impactos ambientais associados ao uso inten-
sivo de combustiveis fosseis impulsionam a busca por rotas mais sustentaveis para a
producédo de biocombustiveis. Neste contexto, o biodiesel destaca-se como alternativa
renovavel, especialmente no Brasil, onde sua adicdo ao diesel fossil é obrigatoria e
atualmente corresponde a 15% em volume. A rota convencional de producéo de bio-
diesel, baseada na transesterificacdo quimica de Oleos vegetais com alcoois de cadeia
curta, gera grandes quantidades de glicerol de baixo valor agregado, além de deman-
dar etapas adicionais de purificacdo. Como alternativa, este trabalho investigou a co-
producéo de triacetina e biodiesel por meio da interesterificacdo enzimatica do 6leo
de babacu com acetato de etila, um reagente mais sustentavel e compativel com a
catdlise enzimética. O processo foi conduzido utilizando a lipase comercial Eversa®
Transform 2.0, previamente imobilizada em suporte hidrofébico Purolite® C18, visando
a maior estabilidade e a possibilidade de reutilizagdo do biocatalisador. Inicialmente,
0 6leo de babacu foi caracterizado quanto as suas propriedades fisico-quimicas e
composicdo em acidos graxos. Em seguida, um planejamento experimental do tipo
Delineamento Composto Central Rotacional foi empregado para avaliar os efeitos da
temperatura e da razo molar 6leo:acetato de etila sobre o rendimento em ésteres de
acidos graxos (FAEESs). As condi¢cfes 6timas foram validadas em reator agitado com
aquecimento convencional, e o efeito da carga enzimética e do modo de adi¢cdo do
acetato de etila foi investigado. Nas condi¢des 6timas: 15% de carga enzimatica (base
massica em relacdo ao Oleo), adicdo gradual de acetato de etila, temperatura de 38
°C e 72 h de reacao, o sistema com aquecimento convencional apresentou rendimen-
tos de 53,83% em FAEEs e 2,10% em triacetina. A aplicagdo de aguecimento por
micro-ondas permitiu alcancar rendimentos comparaveis em tempo significativamente
reduzido, obtendo-se 57,58% de FAEEs e 3,53% de triacetina em apenas 6 h de rea-
cdo. Os resultados demonstram o potencial da interesterificacdo enziméatica do 6leo
de babacu com acetato de etila como uma rota alternativa e mais sustentavel para a
producado de biodiesel, aliada a geracdo de triacetina como coproduto de maior valor
agregado, além de evidenciar as vantagens do uso de aquecimento por micro-ondas
na intensificacdo do processo.

Palavras-chaves: biodiesel; triacetina; interesterificacdo enzimatica; 6leo de babacu;
Eversa® Transform 2.0.



ABSTRACT

The growing global demand for energy and the environmental impacts associated with
the intensive use of fossil fuels have driven the search for more sustainable routes for
biofuel production. In this context, biodiesel stands out as a renewable alternative, par-
ticularly in Brazil, where its blending with fossil diesel is mandatory and currently cor-
responds to 15% (v/v). The conventional production route, based on chemical trans-
esterification, generates large amounts of low-value glycerol and requires additional
purification steps. As an alternative, this study investigated the co-production of bio-
diesel and triacetin through the enzymatic interesterification of babassu oil with ethyl
acetate, a more sustainable reagent and compatible with enzymatic catalysis. The pro-
cess was carried out using the commercial lipase Eversa® Transform 2.0, previously
immobilized on a hydrophobic Purolite® C18 support to enhance biocatalyst stability
and enable reuse. Initially, babassu oil was characterized in terms of its physicochem-
ical properties and fatty acid composition. Subsequently, a Central Composite Rota-
tional Design was applied to evaluate the effects of temperature and the oil-to-ethyl
acetate molar ratio on the yield of fatty acid ethyl esters (FAEEs). The optimal condi-
tions were validated in a mechanically stirred reactor with conventional heating, and
the effects of enzyme loading and ethyl acetate addition mode were investigated. Un-
der the optimized conditions: 15% enzyme loading (w/w relative to the oil), gradual
addition of ethyl acetate, a temperature of 38 °C, and 72 h of reaction, the system with
conventional heating achieved yields of 53.83% FAEEs and 2.10% triacetin. The ap-
plication of microwave-assisted heating enabled comparable yields in a significantly
shorter reaction time, reaching 57.58% FAEEs and 3.53% triacetin in only 6 h. These
results demonstrate the potential of the enzymatic interesterification of babassu oil with
ethyl acetate as a more sustainable alternative route for biodiesel production, com-
bined with the generation of triacetin as a higher value-added coproduct, and highlight
the advantages of microwave heating for process intensification.

Keywords: biodiesel; triacetin; enzymatic interesterification; babassu oil; Eversa®
Transform 2.0.
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1 INTRODUCAO

O panorama mundial do sistema energético mudou significativamente
nos ultimos 50 anos. Apés a crise do petroleo na década de 1970, novas
fontes de energia passaram a ser exploradas. Além disso, eventos climaticos
extremos e 0 aumento continuo das temperaturas médias globais
intensificaram o incentivo a transicdo para fontes energéticas mais limpas,
uma vez que o setor de energia € o principal responsavel pela poluicdo
atmosférica em escala mundial (ENERGY INSTITUTE, 2025). Como
consequéncia, os investimentos globais em energia limpa aumentaram cerca
de 40% desde 2020. No caso dos biocombustiveis, a producao liquida
aumentou aproximadamente 5% em 2022 e vem apresentando um
crescimento médio anual de 4% (INTERNATIONAL ENERGY AGENCY (IEA),
2023).

No Brasil, a producdo de biodiesel ultrapassou 9 milhdes de m3 em
2024, em contraste com apenas 736 m3 produzidos em 2005 (AGENCIA
NACIONAL DO PETROLEO, GAS NATURAL E BIOCOMBUSTIVEIS (ANP),
2025). Esse crescimento estd diretamente associado a obrigatoriedade
estabelecida pela Lei n® 11.097, de 13 de janeiro de 2005, que determinou a
introducdo do biodiesel na matriz energética brasileira, inicialmente com um
percentual minimo de 5% (v/v) ao Oleo diesel comercializado. Atualmente,
essa proporcao corresponde a 15%, em vigor desde agosto de 2025 (ANP,
2025), o que pode resultar em uma producgdo anual de mais de 10 bilhdes de
litros (FORBES, 2025).

O processo mais empregado para a producdo do biodiesel baseia-se
na transesterificacdo de triglicerideos utilizando catalisadores quimicos na
presenca de alcoois de cadeia curta, como metanol ou etanol (MARCHETTI,
MIGUEL; ERRAZU, 2007; YUSURF; KAMARUDIN; YAAKUB, 2011). No
entanto, a catalise enzimatica tem ganhado destaque por oferecer vantagens
ambientais e operacionais, tais como condi¢cdes reacionais mais brandas,
maior seletividade e menor geracdo de residuos (JEGANNATHAN et al.,
2008; XUEBING et al., 2015). Nesse contexto, o uso de metanol, apesar do
baixo custo, apresenta limitagfes devido a sua toxicidade e ao potencial de

inativacdo da enzima. O etanol, por sua vez, embora mais caro, € proveniente
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de fontes renovaveis e apresenta menor toxicidade, preservando a atividade
enzimatica e conferindo maior sustentabilidade ao processo (LOTTI et al.,
2015; MIRANDA et al., 2025).

Além disso, na transesterificacdo convencional, o principal coproduto
formado €& o glicerol, cuja purificacdo envolve custos elevados e,
frequentemente, ndo € economicamente viavel para aplicagcbes que
demandam alta pureza (MARX, 2016). O aumento expressivo da producéo
mundial de biodiesel também levou a um excedente de glicerol no mercado,
reduzindo significativamente seu valor comercial (USAI et al., 2010). Nesse
cenario, torna-se relevante o estudo de rotas alternativas que permitam a
valorizacéo de coprodutos e a eliminagdo das etapas onerosas de separacao
e purificacéo.

A interesterificacdo enzimatica com ésteres de cadeia curta surge como
uma alternativa promissora, uma vez que permite a formacdo de ésteres de
glicerol soluveis em biodiesel, como a triacetina, que atuam como bioaditivos
capazes de melhorar as propriedades do biocombustivel, especialmente em
baixas temperaturas. Adicionalmente, a substituicdo de alcoois por acetatos
em bioprocessos ndo compromete a estabilidade enzimatica, favorecendo a
viabilidade do processo (USAI et al, 2010; SENDZIKIENE;
MAKAREVICIENE, 2022).

A rota enzimatica também possibilita 0 uso de matérias-primas com
elevado teor de acidos graxos livres sem necessidade de pré-tratamento,
diferentemente da catélise alcalina convencional, que € suscetivel a formacéao
de sabdes por saponificacdo (KUSUMANINGTYAS et al., 2022). Embora as
enzimas na forma livre apresentem menor custo inicial, sua recuperacédo e
reutilizacdo sao limitadas em escala industrial (MONTEIRO et al., 2021). Em
contrapartida, enzimas imobilizadas, apesar do maior custo, oferecem melhor
desempenho global do processo (DICOSIMO et al., 2013; NIGAM et al., 2014).

A selecdo da matéria-prima na producdo de biodiesel por rota
enzimatica € um ponto-chave, uma vez que o perfil de acidos graxos pode
influenciar tanto o desempenho do processo quanto as propriedades finais do
biocombustivel. Nesse contexto, o 6leo de babacu tem despertado crescente
interesse como mateéria-prima para a producdo de biodiesel e derivados,

bY

devido a sua composicdo favoravel em acidos graxos e a sua relevancia
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socioecondmica no Brasil (JUNIOR et. al, 2023; MELO et al., 2024; PRIEBE
etal., 2024; CAVALCANTI et al., 2025). Um dos fatores que impulsionam esse
avango é o Programa “Selo Biocombustivel Social”, instituido pelo governo
federal em 2004 e atualizado pela dltima vez em 2021, que incentiva a
participacdo de agricultores familiares no mercado de biocombustiveis
(MINISTERIO DO DESENVOLVIMENTO AGRARIO E AGRICULTURA
FAMILIAR, 2023).

Apesar dos avancos relatados na literatura, ainda sdo escassos 0s
estudos que abordam a interesterificacdo enzimatica do 6leo de babacu com
acetato de etila visando a coproducéo de biodiesel e triacetina, especialmente
quando associada a estratégias de intensificacdo do processo. Nesse sentido,
0 uso do aquecimento por micro-ondas surge como uma alternativa
promissora, uma vez que promove aguecimento volumeétrico mais rapido e
homogéneo, podendo reduzir significativamente o tempo reacional sem
comprometer a atividade do biocatalisador.

Dessa forma, o presente trabalho propde o desenvolvimento e a
otimizacao de um processo de coproducao de biodiesel e triacetina por meio
da interesterificacdo enzimatica do 6leo de babacu fornecido pela Cooperativa
dos Pequenos Produtores Agroextrativistas do Lago do Junco (COPPALJ),
instituicdo que apoia familias e comunidades na superacédo da pobreza por
meio de capacitacéo e geracao de renda, promovendo condi¢cdes de vida mais
dignas e saudéaveis (COPPALJ, s.d), utilizando acetato de etila como
reagente. O desempenho do processo foi avaliado considerando diferentes
estratégias de intensificagcdo, com destaque para a comparacdo entre o
aguecimento convencional e 0 aguecimento por micro-ondas, bem como o
efeito da forma de adicdo do acetato de etila ao meio reacional, com o intuito
de reduzir o tempo de reacédo, preservar a atividade do biocatalisador e

maximizar os rendimentos em ésteres etilicos de acidos graxos e triacetina.


https://www.gov.br/mda/pt-br
https://www.gov.br/mda/pt-br
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Objetivo Geral

Desenvolver e otimizar um processo de coproducao de biodiesel e
triacetina por meio da interesterificacdo enzimatica do Oleo de babacu,
utilizando acetato de etila como reagente, avaliando o desempenho do

processo em diferentes sistemas de reacao e estratégias de intensificacao.

Objetivos especificos

e Caracterizar o0 0leo de babacu por meio da determinacéo dos indices
de acidez, saponificacédo e iodo, bem como da viscosidade, densidade,
teor de umidade, massa molar média e composi¢cdo em acidos graxos;

e Selecionar lipases adequadas para a reacao de interesterificacédo, ava-
liando o desempenho da Eversa® Transform 2.0 e da lipase B de Can-
dida antarctica (CALB);

e Otimizar o processo de interesterificacdo por meio de planejamento ex-
perimental, avaliando o efeito das variaveis temperatura e razao molar
Oleo:acetato de etila;

e Validar as condicbes oOtimas de reacdo em reator agitado mecanica-
mente, com aquecimento convencional por camisa com circulacdo de
agua,

e Determinar a carga enziméatica ideal para maximizar o desempenho do
processo;

e Comparar os rendimentos obtidos no reator com aquecimento conven-

cional e com aquecimento induzido por micro-ondas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Contexto Energético

2.1.1 Panorama das matrizes energéticas

Apesar dos avancos globais em direcdo a transicdo energética, 0s
combustiveis fosseis ainda sdo a principal fonte de energia, representando
87% da matriz energética mundial. Esse cenario € consequéncia do continuo
desenvolvimento econdmico, que tem elevado, anualmente, a demanda por
energia. Em 2024, o mundo registrou um acréscimo de 2% no consumo
energético, alcancando o valor recorde de 5,93x10%° J. Por consequéncia,
também houve um recorde nas emissdes de CO2, que totalizaram 40,8
gigatoneladas. (ENERGY INSTITUTE, 2025).

Entretanto, desde o inicio do século XXI, as energias renovaveis tém
taxas de crescimento maiores que as outras fontes de energia (petroleo, gas,
carvao, nuclear e hidrelétrica). No ultimo ano, houve um aumento de 7% da
demanda por energias renovaveis e nos ultimos 15 anos, 0 mundo ja evitou a
emissdo de mais de 100 bilhdes de toneladas de Gases do Efeito Estufa
(GEE) (ENERGY INSTITUTE, 2025).

No cenério brasileiro, de acordo com a IEA (2024), do consumo final de
energia, 43% é proveniente do petrdleo e 30% de biocombustiveis e residuos,
sendo o setor de transporte responsavel por 37% do consumo total. A elevada
participacdo desse setor se da pela grande extensao territorial do Brasil e pela
forte dependéncia do meio rodoviario, no qual predomina o uso de caminhdes
e 6nibus movidos a diesel (AGENCIA DE NOTICIAS DA INDUSTRIA, 2024).

O Brasil se destaca entre os dez maiores produtores de petréleo do
mundo, responsavel por aproximadamente 4% da producéo global, com cerca
de 3,4 milhdes de barris por dia, além de registrar um aumento de 935% nas
exportacdes entre 2000 e 2023 (INSTITUTO BRASILEIRO DE PETROLEO E
GAS (IBP), 2025). As energias renovaveis sio produzidas majoritariamente
para geracdo de eletricidade e o Brasil possui uma das matrizes mais limpas
do mundo, com cerca de 80% da energia doméstica proveniente de

hidrelétricas (IEA, 2024). Quanto aos biocombustiveis, ocupa a segunda
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posicdo mundial em producéo, considerando o etanol e o biodiesel. O setor
industrial € o principal consumidor, responsével por 55% do total, seguido pelo
setor de transportes, com 28% (EXAME, 2024).

2.1.2 Impactos dos combustiveis fosseis

As emissdes de carbono ocorrem naturalmente como parte do ciclo do
carbono, contribuindo para o equilibrio do planeta. Essas emissdes provém
de oceanos, vegetacado, animais e da decomposi¢ao de matéria organica, por
exemplo. No entanto, a atividade humana provocou um desequilibrio
ambiental, adicionando quantidades significativas de carbono na atmosfera
(CRESPO; SOUZA; DA SILVA, 2023). Somente entre 2014 e 2023, foram
emitidas 10,8 bilhdes de toneladas de carbono na forma de CO,, composto
considerado o principal responsavel pelo aguecimento global (MCKINLEY
OCEAN CARBON GROUP, 2025).

Além do CO,, outros gases também contribuem para o efeito estufa,
como o metano (CH,), o o6xido nitroso (N,O) e os gases fluorados
(INTERGORVENMENTAL PANEL ON CLIMATE CHANGE (IPCC), 2023).
Como os combustiveis fésseis séo a principal fonte de energia no mundo, a
grande preocupacdo esta ligada as emissdes de GEE liberadas em sua
gueima, que afetam ndo sé 0s maiores paises emissores, mas todo o planeta,
aumentando de forma significativa o aquecimento global (UNITED NATIONS
FRAMEWORK CONVENTION ON CLIMATE CHANGE (UNFCCC), 2023.)

A Figura 1 ilustra o aumento das concentragdes de GEE desde 1850,
impulsionado pelas atividades humanas e pelo desenvolvimento industrial dos
altimos séculos. Essa maior retencao de energia na atmosfera tem provocado
0 aquecimento global, resultando em impactos como perda de espécies
vegetais e animais, elevacéo do nivel do mar, acidificagdo dos oceanos, ondas
de calor e precipitagcdes extremas, reducao da disponibilidade de agua potavel
e da producéo de alimentos, além de aumento de doencas infecciosas, entre
outros danos. Tais efeitos afetam direta e indiretamente o bem-estar humano
e a economia global (IPCC, 2023).
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Figura 1. Concentracfes dos GEEs de 1850 a 2019.
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Fonte: Adaptacéo de IPCC, 2023.

Os cinco maiores produtores de petrdleo do mundo: EUA, Ardbia
Saudita, Russia, Canada e China, sédo responsaveis por cerca de 40% das
emissdes de CO:2 (IEA, 2023). Em termos territoriais, o Brasil ocupa a 122
posicdo entre os paises que mais emitem carbono; porém, considerando
apenas as emissdes provenientes do petrdleo, o pais se posiciona em 7°
lugar, totalizando 326 MtCO, (GLOBAL CARBON ATLAS, 2023).

Sendo assim, com o objetivo de mitigar os impactos ambientais, foram
estabelecidos acordos internacionais. O primeiro deles foi o Protocolo de
Quioto, criado em 1997 e entrou em vigor a partir de 2005. Esse tratado
estabeleceu metas de reducdo de GEE para os paises desenvolvidos, por
serem considerados 0s maiores emissores. Além disso, o protocolo instituiu o
Mecanismo de Desenvolvimento Limpo (MDL), que permitia aos paises
desenvolvidos investir em projetos de reducédo de emissdes em nacdes em
desenvolvimento, promovendo tanto a diminuicdo de GEE quanto o avancgo
sustentavel nessas regides (UNITED NATIONS CLIMATE CHANGE, s.d.).

Apesar da importancia de conscientizacdo e de medidas praticas para
a transicdo energética, o Protocolo de Quioto ndo atingiu seu objetivo e com
isso, foi substituido pelo Acordo de Paris, em 2015, na Conferéncia das
Nacdes Unidas sobre Mudancas Climaticas (COP), com o objetivo principal

de limitar o aquecimento global a 1,5 °C. Foi aderido tanto por paises
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desenvolvidos, como em desenvolvimento, totalizando 195 paises, incluindo
o Brasil (UNITED NATIONS, s.d.).

Na COP de 2024 (COP29), o Brasil se comprometeu em reduzir cerca
de 1 bilhdo de tonelada de CO2eq até 2035, com a meta principal de
neutralizar as emissdes de carbono até 2050 (AGENCIA GOV, 2024).
Entretanto, trata-se de um objetivo desafiador considerando que, segundo a
BloombergNEF (2024), o pais precisaria reduzir suas emissfes em
aproximadamente 70% até 2040 para que essa meta seja atingida.

Para enfrentar esse desafio, o Brasil tem implementado diversas acdes
e politicas publicas. Muitas delas tém foco no combate ao desmatamento,
principal fonte de emissao de gases de efeito estufa do pais, enquanto outras
visam a transicdo energética. Entre as iniciativas, destacam-se a Lei do
Combustivel do Futuro, o Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE),
a Politica Nacional de Biocombustiveis (RenovaBio), o Selo Combustivel
Social (SCS) e o Programa Nacional de Producéo e Uso do Biodiesel (PNPB),

além de incentivos a pesquisa e ao desenvolvimento na area.

2.1.3 Comparagéao entre biodiesel e diesel

A importancia da transicdo energética vai além da mitigacao climéatica,
pois ela oferece também uma maior seguranca econémica aos paises, Vvisto
gue tensdes geopoliticas impactam diretamente os precos e a disponibilidade
do petr6leo no mercado internacional (IEA, 2023). Quanto maior a indepen-
déncia energética de um pais, menor a sua vulnerabilidade a esses choques
externos (INTERNATIONAL RENEWABLE ENERGY AGENCY (IRENA),
2023). Nesse sentido, a diversificacdo da matriz energética com fontes reno-
vaveis, como o biodiesel, além de reduzir a dependéncia de importacbes de
combustiveis fosseis, fortalece a economia local e garante maior previsibili-
dade no planejamento energético (ENERGY INSTITUTE, 2023).

Apesar de ser um dos maiores produtores de petréleo do mundo, o
Brasil ndo possui capacidade de refino suficiente para suprir a sua demanda
interna, fazendo do diesel o segundo maior produto importado do pais. A

guerra na Ucrania fez com que o Brasil se beneficiasse com os pregos de
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importacdes mais atrativos, tornando a Russia seu principal fornecedor de de-
rivados de petréleo (UOL, 2025). Em 2024, dos US$ 8,3 bilhdes de diesel im-
portados, 65% foram provenientes da RUssia; ja no primeiro semestre de
2025, o Brasil teve um aumento de mais de 13% na importacdo de diesel se
comparado a 2024, totalizando cerca de 8 bilhdes de litros de diesel (FECOM-
BUSTIVEIS, 2025).

O dleo diesel é composto majoritariamente por hidrocarbonetos de ca-
deia C8 a C16 e, no Brasil, para uso rodoviario, deve atender aos padrdes
estabelecidos pela Resolucdo ANP n° 968, de 30 de abril de 2024. De acordo
com essa Resolucao, o diesel é classificado em trés categorias: diesel A, B e
C. O diesel A corresponde ao combustivel puro, obtido a partir de fontes néo-
renovaveis; o diesel B € o resultado da mistura do diesel fossil com biodiesel;
e o diesel C é produzido a partir de fontes renovaveis e ndo-renovaveis, inclu-
indo processos industriais.

O teor de enxofre é um parametro importante para a qualidade do die-
sel, visto que sua presenca em concentracdes elevadas reduz a vida til do
motor. Além disso, a queima de diesel libera éxidos de enxofre, podendo cau-
sar impactos ambientais, como a formacao de chuva acida (SHAHID; JAMAL,
2011; AGARWAL; GUPTA; KOTHARI, 2011). Sendo assim, diesel com clas-
sificacdo S10 deve ter teor maximo de enxofre de 10 ppm e diesel S500, teor
maximo de 500 ppm (ANP, 2024). Outras caracteristicas importantes sdo o
namero de cetano, que mede a facilidade de ignicdo do combustivel, e a
massa especifica, que deve ser suficiente para garantir um consumo ade-
guado do combustivel e que ndo eleve muito a emissdes de gases e materiais
particulados causada por uma baixa eficiéncia (PETROBRAS, s.d). O diesel
S10 deve ter um namero de cetano minimo de 48, enquanto o S500, minimo
de 42. Com relacédo a massa especifica, 0 S10 deve variar de 815 a 850 kg/m3,
ja 0 S500, de 815 a 865 kg/m3 (ANP, 2024).

O biodiesel é definido como um éster monoalquilico, produzido a partir
de 6leos vegetais ou gorduras animais (IEA, 2023). E considerado como uma
fonte de energia limpa por ser produzido a partir de recursos renovaveis,
sendo assim, biodegradavel, sustentavel e contribui para a reducdo dos GEE
(TAMILSELVAN; NALLUSAMY; RAJKUMAR, 2017). Além disso, é um bio-

combustivel equivalente ao diesel; portanto, pode substitui-lo sem prejuizo
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aos motores (QU et al., 2009). Entretanto, a qualidade do biodiesel pode variar
de acordo com a qualidade da matéria-prima e do seu processo de producao
(DELATORRE et al., 2011; ATHAR; ZAIDI, 2020). Sendo assim, ha legisla-
cOes que definem os padrbes de qualidade do biodiesel, sendo a norma ame-
ricana American Society for Testing and Materials (ASTM D6751) e a da Uni&ao
Europeia (EN 14214) as mais conhecidas (LOBO; FERREIRA; CRUZ, 2009).
No Brasil, a norma se dé& pela Resolugcédo da ANP n° 45, de 25 de agosto de
2014 e algumas dessas especificacdes séo: teor maximo de agua de 100
mg/g; teor minimo de éster de 96,5% em massa,; indice de acidez maxima de
0,50 mg KOH/g; mono-, di- e triacilglicerol maximo de 0,7 %, 0,20% e 0,20%
em massa, respectivamente (ANP, 2024).

De acordo com XU et al. (2022), matérias-primas oleaginosas podem
reduzir entre 63% e 77% as emissdes de gases de efeito estufa quando com-
paradas as fontes fésseis, devido ao teor de enxofre praticamente nulo, que
contribui para emissdes significativamente menores de compostos sulfurados
durante a combustéo.

No Brasil, a regido Sul € a maior produtora de biodiesel, seguida pela
regido Centro-Oeste. Juntas, essas duas regides respondem por cerca de
80% da producdo nacional (ANP, 2025). Esse predominio se deve
principalmente a disponibilidade de matéria-prima, uma vez que a soja,
responsavel pela maior parte do biodiesel brasileiro, € amplamente cultivada
nessas regides (EMBRAPA, 2025).

Em 2017, a producéo brasileira de biodiesel foi de 4 milhdes de m3. Em
2023, esse valor duplicou e em 2024, chegou a 9 milhées (ANP, 2025). Com
a alta producao, o pais € o terceiro maior produtor do mundo e possui 38
usinas de biodiesel autorizadas pela RenovaBio (WORD ENERGY
ASSOCIATION, 2025).

No panorama mundial, foram produzidos cerca de 50 milh6es de m3 em
2023 (IEA, 2025), com um destaque para a Indonésia que em menos de 10
anos aumentou sua producédo em 10 milhdes de m3, saltando de 4 milhdes de
m3 em 2014, para 14 milhdes em 2023 (WORD ENERGY ASSOCIATION,
2024).

Sendo assim, observa-se que tanto o Brasil quanto os principais

produtores globais vém expandindo de forma consistente sua capacidade de
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geracdo de biodiesel, reforcando a importancia desse biocombustivel na
matriz energética mundial. Esse avanco contribui diretamente para o impulso
a descarbonizacdo e para o fortalecimento da seguranca energética nos

préximos anos.

2.2 Processos de obtencéo de biodiesel

2.2.1 Reacdao de transesterificacao: glicerol como coproduto

Dentre as diferentes rotas disponiveis para a producao de biodiesel, a
transesterificacdo (Figura 2) € a mais consolidada, sendo amplamente
empregada tanto em escala laboratorial quanto industrial (MEHER; SAGAR,;
NAIK, 2006; BAJAJ et al., 2010; NARWAL; GUPTA, 2012). Nesse processo,
um alcool de cadeia curta atua como agente transesterificante, convertendo
triglicerideos em ésteres monoalquilicos, que constituem o biodiesel. Entre os
alcoois de cadeia curta utilizados, o metanol é o mais empregado, devido a
sua elevada reatividade e baixo custo, o que resulta em maior eficiéncia no
processo produtivo. Contudo, em sistemas de catalise enzimética, o metanol
pode provocar a desnaturacdo parcial ou total da enzima, reduzindo sua
atividade catalitica (RANGANATHAN; NARASIMHAN; MUTHUKUMAR, 2008;
LOTTI et al., 2018). No contexto brasileiro, o etanol se destaca como uma
alternativa atrativa, uma vez que o pais € o maior produtor mundial desse
biocombustivel. Embora apresente uma cinética reacional mais lenta em
comparacdo ao metanol, o etanol € menos téxico e apresenta carater
renovavel, conferindo maior sustentabilidade ao processo (CARDOSO et al.,
2020; LOTTI et al., 2015).

Para uma maior otimizacdo do processo, diversas variaveis devem ser
consideradas, como a temperatura, o tempo de reagao e o tipo de catalisador.
Na transesterificacdo convencional, os catalisadores quimicos podem ser
acidos ou basicos, homogéneos ou heterogéneos (RAMOS et al., 2011,
MARCHETTI; MIGUEL; ERAZU, 2007). O mais utilizado na catalise basica
homogénea é o hidroxido de sddio ou de potassio, devido a possibilidade de
operar em condi¢cdes mais brandas e alcancar alto rendimento em menor

tempo, em comparagdo com catalisadores acidos, como o acido sulfurico.
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Entre as desvantagens, destacam-se 0 maior custo de purificacdo, uma vez
gue o catalisador homogéneo ndo pode ser facilmente separado da solucéo,
e aformacao de reacoes indesejadas, como a saponificacdo, quando se utiliza
matéria-prima com alto teor de acidos graxos livres ou em presenca de agua
(ATADASHI; AROUA; AZIZ, 2011; YILMAZ, 2012).

Figura 2. Reacao de transesterificacao para producédo de biodiesel
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Triglicerideo Glicerol Esteres (Biodiesel)

Fonte: Autoria Propria, 2025.

Como representado na Figura 2, na reacao de transesterificacdo o
principal coproduto formado é o glicerol, que tem ampla aplicagdo em
diferentes setores industriais, pois pode ser empregado como umectante nas
indUstrias cosmética e farmacéutica, como aditivo na preservacdo de
alimentos, entre outras finalidades (DHAWAN; YADAV, 2018). No entanto, a
purificacdo do glicerol proveniente da producdo de biodiesel representa um
desafio, pois envolve custos elevados e, muitas vezes, ndo alcanca a pureza
necessaria para aplicacbes que exigem um grau elevado (MARX, 2016;
VARGAS et al., 2018). Além disso, o crescimento da producdo mundial de
biodiesel resultou em um excesso de glicerol no mercado, uma vez que 10 m3
de biodiesel formado gera 1 m3 de glicerol, diminuindo ainda mais seu valor
comercial (USAI et al., 2010). Dessa forma, o glicerol obtido pela
transesterificacdo é geralmente destinado a usos de menor exigéncia em
termos de pureza, nos quais a presenca de impurezas ndo compromete seu
desempenho, como na formulagcdo de produtos plasticos e outros materiais
industriais, pois para ser considerado glicerina € necessario ter 95% de
glicerol. (MOTA; PESTANA, 2011).
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2.2.2 Reacao de interesterificacao: triacetina como coproduto

Como  alternativa ao  processo  convencional de
transesterificacdo, o biodiesel pode ser obtido por meio da reacdo de
interesterificacdo. Nesse processo, 0 acetato atua como receptor de acila,
substituindo o &lcool tradicional, e gera, além do biodiesel (ésteres de acidos
graxos), um coproduto de alto valor agregado: a triacetina (YOUSSEF, 2024,
LAIPNIECE; KAMPARS, 2022; DARYONO, 2025).

A reacdo de interesterificacdo ocorre em trés etapas sucessivas.
Na primeira, o triglicerideo reage com o0 acetato, na presenca de um
catalisador, formando monoacetildiglicerideo e ésteres de acidos graxos. Na
segunda etapa, o monoacetildiglicerideo reage novamente com 0 acetato,
produzindo diacetilglicerideo e novos ésteres de acidos graxos. Por fim, na
terceira etapa, o diacetilglicerideo reage com o acetato, originando triacetina
e mais ésteres de acidos graxos (biodiesel) (MADDIKERI; PANDIT; GOGATE,
2013). A reacao global correspondente esta representada na Figura 3, tendo

0 acetato de etila como receptor de acila.

Figura 3. Reacéo de interesterificacdo por meio de acetato de etila.
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Fonte: Adaptacdo de (KUSUMANINGTYAS et al., 2022)

O acetato de metila apresenta como desvantagem a menor reatividade
em comparacdo ao metanol. Além disso, por ser produzido a partir do meta-
nol, constitui uma fonte predominantemente néo renovavel, uma vez que, em-
bora a produgcédo de biometanol seja tecnicamente viavel, a maior parte do
metanol utilizado industrialmente ainda € derivada de matérias-primas fésseis
(ATHAR; ZAIDI, 2020). Por outro lado, o acetato de etila, obtido a partir do

etanol, representa uma alternativa mais sustentavel, permitindo a producao
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de biodiesel com maior numero de cetano, em razdo do maior numero de ato-
mos de carbono em sua molécula (WONG et al., 2023). Além disso, segundo
Modi et.al (2007), o acetato de etila apresenta bom desempenho em catélises
enzimaticas, uma vez que lipases imobilizadas demonstram elevada estabili-
dade ao longo de varios ciclos. Entretanto, o rendimento obtido com o uso do
acetato de etila pode ser ligeiramente inferior ao observado quando se utiliza
0 acetato de metila.

2221 Triacetina

A triacetina é um triglicerideo, também conhecido como triacetato de
glicerina, de nome IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemis-
try): 2,3-diacetiloxipropil acetato. E um produto utilizado mundialmente, por
exemplo, como plastificante, solvente e umectante nas mais diversas indus-
trias: alimenticia, farmacéutica, cosmeética, de adesivos, de tintas e de tabaco.
Sua maior participacdo no mercado se concentra na regido Asia-Pacifico, e
um dos motivos é o fato da india ter grande participacio mundial em produtos
farmacéuticos e ser o segundo maior exportador de tabaco. Além disso, a
China é responsavel por 90% dos cigarros eletrénicos produzidos no mundo
(MORDOR INTELLIGENCE, 2023).

No contexto dos biocombustiveis, a producao de triacetina surge como
uma alternativa promissora diante da necessidade de desenvolver novas rotas
para a sintese de biodiesel. Apesar do seu potencial como coproduto de alto
valor agregado, ainda ha poucos estudos sobre o tema. Atualmente, existem
apenas duas patentes ativas relacionadas a producéo de triacetina, sendo
uma delas especificamente voltada a sua obtencdo em processos de produ-
cao de biodiesel (SANTOS; STUTZ; YOUNG, 2024).

A producao de biodiesel por meio da reacédo de interesterificacéo, além
de solucionar o problema do excesso de glicerol gerado no processo conven-
cional, resulta na formacao de triacetina como coproduto de alto valor agre-
gado. Esse composto atua como um bioaditivo natural, tornando o processo
produtivo mais sustentavel e eficiente. A triacetina, por ser de origem renova-
vel e apresentar baixa toxicidade, pode substituir aditivos quimicos derivados

do petréleo, reduzindo o impacto ambiental e agregando valor ao combustivel
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(MUFRODI et al., 2025). Sua boa solubilidade no biodiesel favorece a estabi-
lidade e o desempenho do produto, contribuindo também para o aumento do
indice de octanagem e para a melhoria de suas propriedades de combustao.
Além disso, a adicao de até 10% em massa de triacetina ao biodiesel permite
que o combustivel atenda as normas internacionais de qualidade (MADDI-
KERI; PANDIT; GOGATE, 2013) e auxilia na reducao das emissfes de oxidos
de nitrogénio (NOx) e da formagédo de fumaga no escapamento (KUSUMA-
NINGTYAS et al., 2022).4

2.3 Biocatdlise aplicada ao biodiesel

2.3.1 Introducéo as lipases como catalisadores

A maioria das rea¢fes quimicas e bioquimicas ocorre em velo-
cidades extremamente lentas e seria inviavel sem a presenca de um catalisa-
dor. Os catalisadores tém a funcao de reduzir a energia de ativagdo, propor-
cionando um novo caminho para que uma reacdo aconteca (Figura 4)
(ANOBOM et al., 2014). No caso das reacdes bioquimicas, as enzimas atuam
como catalisadores altamente eficientes, capazes de acelerar a velocidade
das reacdes em até cem quatrilhées de vezes (10'") (MARQUES, 2014).

Apesar da relevancia das enzimas, até o inicio do século XX acredi-
tava-se que elas eram formadas exclusivamente por proteinas. Somente na
década de 1970 descobriu-se que grande parte delas também possuem cofa-
tores ou coenzimas (metais ou moléculas organicas) que, embora compo-
nham menos de 0,1% da estrutura enzimatica, sdo essenciais para sua ativi-
dade (NELSON; COX, 2014; MARQUES, 2014).
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Figura 4. Efeito do catalisador sobre a energia de ativacdo da reacéo
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Fonte: Commons, 2024.

Diferentemente dos catalisadores quimicos, as enzimas apresentam
alta especificidade, reconhecendo e catalisando apenas determinados subs-
tratos. Além disso, podem exibir seletividade, demonstrando preferéncia por
certas ligacfes quimicas, posi¢cdes na molécula ou até mesmo enantibmeros
(NELSON; COX, 2014; OLIVEIRA et al., 2025). Essa especificidade resulta da
presenca do sitio ativo, uma regido composta por aminoacidos organizados
de forma precisa na estrutura enzimatica. Esses aminoacidos sdo responsa-
veis por formar o complexo enzima-substrato, permitindo que a reag&o ocorra.
A composicdo e o numero de aminoacidos no sitio ativo variam de uma en-
zima para outra, conferindo-lhes caracteristicas Unicas. Importante destacar
gue os catalisadores ndo participam ativamente da reacéo, ou seja, ndo séo
consumidos. Apesar de sofrerem alteragdes quimicas em sua estrutura du-
rante a reagao, retornam para sua forma original ao final do processo (MAR-
ZZOCO; TORRES, 1999; MARQUES, 2014).

As enzimas sdo macromoléculas compostas por varios aminoacidos,
que sao unidos por ligacdes peptidicas. As lipases sado enzimas hidroliticas
pertencentes a classe das triacilglicerol hidrolases (EC 3.1.1.3), responséveis
por catalisar a hidrdlise de triglicerideos de cadeia longa (EXPASY, s.d.). De-
vido a sua versatilidade e compatibilidade com diferentes substratos, tém am-
pla aplicacao em diversos setores industriais (HASAN et al., 2010; DICOSIMO
et al., 2013). Seus principais atributos incluem a especificidade por diferentes

tipos de acidos graxos, a regioespecificidade (podendo atuar em todas as po-
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sicOes do glicerol ou de forma seletiva nas posi¢des sn-1 e sn-3) e a enanti-
osseletividade, uma vez que podem atuar como catalisadores quirais com pre-
feréncia por determinados isobmeros R ou S dos substratos ou produtos
(CHANDRA; ENESPA; ARORA, 2020; FREITAS, 2021).

As lipases podem atuar em diferentes faixas de pH (4,5 a 11), em
diferentes temperaturas (25 a 80°C) e podem ter massa molecular que vao de
9,4 a 195 kDa (VESCOVI, 2012). Essa variacdo se da pelas fontes de
obtencdo da enzima, que podem ser animais, vegetais ou microbioldgicas.
Elas trabalham na interface 6leo-agua e possuem uma “tampa” hidrofébica
polipeptidica, que altera a conformagéo do sitio ativo. Quando a lipase esta
inativa, o sitio ativo fica isolado, por conta de a “tampa” permanecer fechada.
Contudo, ela consegue se ativar ao interagir com uma interface hidrofdbica,
onde a “tampa” fica aberta e, consequentemente, o sitio ativo fica exposto
(DEREWENDA et al., 1992; VERGER, 1997; MILED et al., 2001).

De acordo com a base de dados Scopus, ha registros de pesquisas
cientificas sobre biocombustiveis desde o final da década de 1970. No
entanto, nos ultimos 15 anos, a producao de biodiesel catalisada por enzimas,
especialmente lipases, tem se destacado devido ao seu menor impacto
ambiental em comparagéo ao processo quimico convencional. Porém, apesar
dos avancos significativos nessa area, a viabilidade econdémica desse
processo alternativo ainda representa um dos principais desafios para sua

aplicacado em escala industrial.

2.3.2 Enzimas livres vs. imobilizadas

O principal catalisador na producéo de biodiesel é o hidréxido de sodio,
cuja principal vantagem € o baixo custo e a facilidade de aplicacdo em escala
industrial. No entanto, esse catalisador apresenta varias desvantagens, como
a promocao de reacg0Oes indesejadas de saponificagdo, que consomem parte
do catalisador, reduzem o rendimento global do processo e dificultam as
etapas de purificacdo do biodiesel. Em contrapartida, a rota enzimatica,
embora apresente custos mais elevados, permite maior seletividade reacional;

contudo, exige controle mais rigoroso dos parametros operacionais e
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apresenta cinética mais lenta quando comparada a catalise alcalina
convencional (MADDIKERI; PANDIT; GOGATE, 2013).

Uma estratégia eficaz para reduzir os custos na producéo de biodiesel
por biocatalise é a imobilizacdo enzimatica, técnica que consiste no
confinamentoda enzima em um suporte solido, preservando sua atividade
catalitica (BASSO; SERBAN, 2019). Entre suas principais vantagens
destacam-se a facilidade de recuperacao e reutilizacdo da enzima, viabilizada
por simples processos de separag¢do, como filtracao, inviaveis para enzimas
livres, bem como o aumento da estabilidade da enzima (JEGANNATHAN et
al., 2008; NIGAM et al., 2014). No entanto, para viabilizar sua aplicagcdo em
larga escala, € necessario avaliar diversos pardmetros, como o custo e a
natureza do suporte, a eficiéncia catalitica inicial e apds sucessivos ciclos de
reutilizacéo, a estabilidade térmica da enzima imobilizada, a tolerancia frente
aos reagentes do processo, entre outras condi¢cées operacionais relevantes
(BASSO; SERBAN, 2019; NARWAL; GUPTA, 2012).

Entre as técnicas de imobilizacdo, a adsorcédo € amplamente utilizada para
lipases, por ser um método simples e apresentar elevada recuperacdo da
atividade enzimatica. Além disso, os suportes empregados sao, em geral,
resinas de baixo custo. Nesse método, as enzimas sdo adsorvidas na
superficie do suporte, e a eficiéncia do processo depende de caracteristicas
como a hidrofobicidade, o tamanho da particula e a porosidade do suporte, o
pH da solucdo da imobilizacdo e as limitagcdes difusionais associadas a
transferéncia de massa. Entretanto, uma das principais desvantagens dessa
técnica é a possibilidade de dessorcdo da enzima (lixiviacdo), que pode
ocorrer em funcao do longo tempo de reacao, caracteristica inerente a catalise
enzimatica, ou da utilizacdo de meios reacionais em temperaturas elevadas
(ZHAO et al., 2015; NIGAM et al., 2014).

A adsorcdo fisica é considerada a técnica mais simples e podeser
realizada por meio de interagfes idnicas ou hidrofébicas, sendo estas Ultimas
as mais comumente empregadas(ADLERCREUTZ, 2013) . Esse método é
viabilizado por interacdes fisicas suficientemente fortes para promover a
adsorcao da enzima na superficie do suporte, mas néo intensas a ponto de
alterar sua estrutura conformacional, permitindo a preservacéo da atividade
catalitica (JESIONOWSKI;ZDARTA;KRAJEWSKA, 2014). Para que a
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imobilizacdo ocorra de forma eficiente, € necessario considerar parametros
como o tamanho das particulas e a estrutura dos poros (GUISAN, 2013;
JESIONOWSKI; ZDARTA;KRAJEWSKA, 2014). Bello et al. (2025)
demonstraram que a imobilizacdo da lipase LipAMS8 em Seplite LX120
resultou em boa estabilidade em diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e
solventes organicos, mantendo até 50% da atividade da enzima apos 10 ciclos
de reutilizacao.

O encapsulamento € outra técnica de imobilizacdo que promove a
estabilizacdo da enzima em razéo de sua maior fixacdo ao suporte, uma vez
que o biocatalisador permanece confinado no interior de matrizes que
permitem a difusdo tanto dos substratos quanto dos produtos da reacdo
(ARIAEENEJAD et al., 2025). A forma mais comumente empregada desse
meétodo baseia-se em sistemas do tipo solucdo—gel (ADLERCREUTZ, 2013).
Kalita e Sit (2025) demonstraram que a imobilizacdo da celulase bruta de
Aspergillus foetidus por encapsulamento em cubos de agar resultou em um
aumento de aproximadamente 10 °C na estabilidade térmica da enzima, além
de apresentar elevada eficiéncia de imobilizacao, superior a 90%.

O acoplamento covalente consiste em um método quimico de imobilizacao
que envolve a ligacdo direta entre grupos funcionais do suporte e grupos
ativos da enzima (FENG et al., 2023; CAVALCANTE et al., 2024). Esse
processo requer a ativacao prévia do suporte, a qual pode ser feita por
diferentes tratamentos quimicos que introduzem grupos capazes de formar
ligagbes covalentes com a enzima (PRABHAKAR et al.,, 2025; BASSO;
SERBAN, 2019). A principal vantagem desse método é a elevada estabilidade
do biocatalisador, especialmente quando exposto a altas concentracdes de
substrato, o que geralmente resulta em maior resisténcia a inativacdo
enzimatica. Além disso, a imobilizacao covalente pode favorecer a conversao
da reacdo catalisada, podendo duplicar a eficiéncia da enzima em
comparacao a forma livre, dependendo do grupo funcional empregado e das
condi¢Oes de imobilizacdo (YUYING et al., 2025).

A reticulacdo baseia-se na formacdo de agregados enzimaticos
interligados entre si por agentes reticulantes, resultando em estruturas
tridimensionais estaveis conhecidas como agregados enzimaticos reticulados
(CLEASs) (ADLERCREUTZ, 2013; REHMAN et al. 2016). Nesse método, as
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https://link.springer.com/article/10.1007/s10450-014-9623-y#auth-Barbara-Krajewska-Aff2
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3APatrick%20Adlercreutz
https://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3APatrick%20Adlercreutz

32

moléculas de enzima s&o inicialmente precipitadas e posteriormente
interconectadas covalentemente, dispensando o uso de suportes solidos.
Essa caracteristica confere uma vantagem econO6mica significativa ao
processo, uma vez que reduz os custos associados a aquisicéo e preparacao
de suportes, além de minimizar a ocorréncia de lixiviacdo da enzima em meio
aquoso (CUl et al., 2016; SAMPAIO et al., 2022).

2.3.3 Eversa® Transform 2.0 e Lipase B de Candida antarctica (CALB)

A Eversa® Transform 2.0 é uma lipase geneticamente modificada a
partir da lipase do fungo Thermomyces lanuginosus, formulada pela
Novozymes A/S em 2016, especificamente para a producao de biodiesel. Por
ser uma enzima liquida, apresenta menor custo em relacdo as enzimas
imobilizadas e nao foi originalmente desenvolvida com o objetivo de ser
reutilizada (NIELSEN et al., 2016; LIOW et al., 2024). A Eversa® 2.0 é
corresponde a segunda geracdo dessa enzima, sendo que a primeira
formulacéo, lancada em 2014, era conhecida como Eversa® Transform e pode
ser encontrado na literatura sob o nome comercial anterior Callera Trans.
Segundo Miranda (2020), a Eversa® apresenta maior estabilidade quando
operada a temperatura de 40°C.

Estudos como o de Miranda et al. (2020) demonstraram que a
imobilizacdo da Eversa® 2.0 por meio da técnica de agregados enzimaticos
reticulados (CLEAS) resultou em um rendimento de imobilizacdo de 98,9%.
Quando aplicada a transesterificagdo do 6leo de soja com etanol, a enzima
imobilizada alcancou 89,8% de ésteres etilicos em 12 h de reacéo, enquanto
a enzima livre necessitou de 48 h para atingir rendimento semelhante, além
de manter 89,6% de sua atividade apds cinco ciclos de reutilizacdo. De forma
semelhante, Loh et al. (2021) relataram a producéo de biodiesel a partir de
6leo de palma residual e metanol, na razdo molar 1:5, catalisada pela Eversa®
na concentracéo de 0,2% em massa, operando a 45 °C, obtendo-se 94% em
massa de ésteres, além da producéo de glicerol com maior pureza quando

comparado ao processo quimico convencional.
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Também € possivel alcancar elevados rendimentos utilizando a
Eversa® em sua forma livre. Sun, Guo e Chen (2021) empregaram 6leo néo
comestivel de semente de Semen Abutili como matéria-prima para a producao
de biodiesel e, sob condi¢cdes otimizadas de reacdo, com 6% de lipase, razao
etanol:6leo de 7:1, 20% de agua, temperatura de 37 °C e tempo reacional de
11 h, obtiveram rendimento maximo de biodiesel de 94,2 + 1,3%.

A lipase B de Candida antarctica (CALB) pode ser encontrada tanto na
forma livre quanto imobilizada e apresenta elevada estereoespecificidade,
sendo amplamente utilizada em reacdes de hidrdlise e sintese de ésteres.
Essa enzima possui um sitio ativo sem impedimentos estéricos, nao
necessitando de ativagao interfacial, caracteristica que a diferencia da maioria
das lipases (IDRIS; BUKHARI, 2012; GUIMARAES et al., 2023).

Diversos estudos reportam o uso da CALB imobilizada, em razdo das
vantagens em relacdo as enzimas sollUveis, tais como maior estabilidade
térmica, menor suscetibilidade a desnaturacdo e, consequentemente, maior
estabilidade operacional, além da possibilidade de reutilizacdo do
biocatalisador (DU; WANG,; LIU, 2007; IDRIS; BUKHARI, 2012). Entretanto, a
CALB imobilizada também pode apresentar algumas limitagdes, como a
fragilidade mecénica do suporte, acumulo de compostos hidrofilicos e
dissolucdo do suporte em meios organicos (TIOSSO, 2010; ORTIZ et al.,
2019).

Mehrasbi et al. (2017) obtiveram conversfes proximas a 100% na
reacao de transesterificacdo de 6leo de cozinha com metanol, na razdo molar
de 1:3, utiizando CALB imobilizada covalentemente em nanoparticulas
magnéticas do tipo nucleo-casca (Fez;0,SiO,), funcionalizadas com (3-
glicidoxipropil)trimetoxisilano (GPTMS). De forma semelhante, Cruz-lzquierdo
et al. (2014) relataram a imobilizacdo da CALB na forma de agregados
enzimaticos reticulados ligados covalentemente a nanoparticulas magnéticas
funcionalizadas com grupos amina, obtendo conversdes em torno de 80% a
30°C apds 24 lhoras de reagcdo e valores de até 92% apOs 72 horas,

empregando diferentes 6leos vegetais e 6leo de fritura residual.

2.4  Oleo de babacu
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O babacu é uma palmeira encontrada predominantemente na regiao
Norte e no Cerrado do Brasil. Cada palmeira pode apresentar até cinco cachos
de flores amareladas, sendo que cada cacho pode produzir até 500 frutos
(cocos). O interior do coco contém améndoas, que constituem a principal
matéria-prima para a producédo do 6leo de babacu. No entanto, praticamente
todas as partes da palmeira podem ser aproveitadas, seja na alimentacao
animal, na confeccdo de produtos artesanais ou na producao de alimentos,
como a farinha conhecida como p6 de babacu. A extracdo do dleo é
tradicionalmente realizada de forma artesanal pela populacdo local,
especialmente pelas chamadas quebradeiras de coco, desempenhando papel
relevante no contexto socioecondmico regional (ISPN — INSTITUTO
SOCIEDADE, POPULACAO E NATUREZA, s.d.).

As caracteristicas fisico-quimicas da matéria-prima exercem influéncia
direta sobre a qualidade do biodiesel. Em processos catalisados por bases,
Oleos com elevado teor de A&cidos graxos livres comprometem
significativamente o rendimento do biocombustivel em funcdo da reacao
paralela de saponificacdo (ATHAR; ZAIDI, 2020). O 6leo de babacu apresenta
baixo indice de acidez, conforme apresentado na Tabela 1, o que o torna
adequado para processos alcalinos convencionais. Entretanto, na catalise
enzimatica, esse parametro apresenta menor relevancia, uma vez que as
lipases sdo capazes de atuar tanto sobre triglicerideos quanto sobre &cidos
graxos livres, favorecendo a conversdo em ésteres (MONTEIRO et al., 2021).

A composicdo em 4cidos graxos constitui outro fator determinante, uma
vez que 6leos ricos em cadeias saturadas tendem a apresentar maiores
valores de indice de cetano, resultando em biodiesel com melhor qualidade
de combustdo. O 6leo de babacu contém cerca de 50% de acidos graxos
saturados, 0s quais sdo biodegradaveis e apresentam propriedades
semelhantes as do querosene e do diesel. Entretanto, sua composicdo néo é
predominante formada por cadeias longas, sendo majoritariamente
constituida por &acido laurico (C12), em concentracdes que variam entre 40 e
55%, conforme apresentado na Tabela 2. Essa caracteristica influencia o
ponto de fulgor do biodiesel, pois acidos graxos de cadeia mais curta originam
combustiveis com ponto de fulgor inferior quando comparados aos de cadeias

longas. Tal aspecto representa uma desvantagem, considerando que valores
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mais elevados de ponto de fulgor estdo associados a maior seguranca no
armazenamento do biocombustivel (PONTE et. al, 2017; ATHAR; ZAIDI,
2020).

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas do éleo de babacu.

Propriedade Unidade Valores de referéncia
Densidade (15 °C) g/mL 0,903 -0,924
indice de iodo g 1./100g 14 — 23
indice de saponificacdo mg KOH/g 247 — 255
Matéria insaponificavel % <10
indice de acidez mg KOH/g <0,3
indice de perdxido m Eq/kg < 10,0

Fonte: (CAMPESTRE, s.d).

Tabela 2. Composi¢cdo em &cidos graxos do 6leo de babacu.

Acido graxo Estrutura Valores de referéncia
Acido caprilico (C8) C8:0 26-7,3
Acido céaprico (C10) C10:0 1,2-76
Acido laurico (C12) C12:0 40,0 - 55,0
Acido miristico (C14) C14:0 11,0-27,0
Acido palmitico (C16) C16:0 52—-11,0
Acido esteéarico (C18) C18:0 18-7,4
Acido oleico (C18:1 cis) Ci18:1 9,0-20,0
Acido linoleico (C18:2) C18:2 1,4-6,6

Fonte: (CAMPESTRE, s.d).

Sendo assim, em funcao de suas caracteristicas fisico-quimicas e de
sua ampla disponibilidade, o éleo de babacu € uma matéria-prima promissora
para a producdo de biodiesel. Além disso, embora seja comestivel, sua
utilizacdo ndo concorre de forma significativa com a industria alimenticia.
Diferentemente de Oleos como soja, girassol e canola, amplamente
empregados na producado de biodiesel, os quais elevam consideravelmente o
custo do processo, uma vez que o Oleo pode representar mais de 50% do

custo total do biocombustivel, o 6leo de babacu surge como uma alternativa
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economicamente mais viavel do ponto de vista econémico (ATHAR; ZAIDI,
2020).

A pesquisa realizada na base de dados Scopus, apresentada na
Tabela 3, evidencia a quantidade limitada de estudos envolvendo a producao
de biodiesel a partir do 6leo de babacu, especialmente quando associada a

formacao de triacetina e ao emprego de catélise enzimatica.

Tabela 3. Levantamento de publica¢c8es na base Scopus relacionadas a biodiesel,
Oleo de babacu e triacetina

Palavras-chaves Total de Catalise por
Pesquisadas Artigos Lipase
Biodiesel 54.430 2.417
Biodiesel + babassu oil 93 25
Biodiesel + triacetin 207 13
Biodiesel + babassu oil + triacetin 1 -

Pesquisa realizada em outubro de 2025.

Enquanto a busca pelo termo “biodiesel” resultou em mais de 54 mil
publicacdes, apenas 93 trabalhos abordam o uso do 6leo de babagu como
matéria-prima, € um numero ainda menor (13 estudos) relaciona-se a
producdo simultdnea de triacetina. Nao foi encontrado nenhum trabalho
combinando os termos “biodiesel”’, “babacu” e “triacetina”, o que reforca o
carater inovador desta pesquisa. O Unico estudo encontrado utilizando 6leo
de babacu como matéria-prima foi conduzido por Priebe et al. (2024), que
relataram um rendimento de 95,4% de biodiesel com teor de 17,6% de
triacetina em 180 minutos de reacdo, por meio de interesterificagdo com
acetato de etila catalisada por acido sulfarico, empregando razao molar
Oleo/acetato de 1:60, sob ultrassom, a 50 °C. Dessa forma, o presente
trabalho se diferencia por investigar a mesma rota reacional, utilizando 6leo
de babacu e acetato de etila, porém sob condicdes mais sustentaveis,
empregando catélise enzimatica com Eversa® Transform 2.0, com o objetivo
de avaliar o desempenho da enzima e o potencial de obteng&o simultanea de

biodiesel e triacetina.
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A Tabela 4 apresenta uma sintese da literatura referente aos estudos

sobre a producao enzimética de biodiesel por interesterificacdo de diferentes

6leos com acetatos de cadeia curta.

Tabela 4. Trabalhos reportados na literatura sobre a producé&o de biodiesel por
interesterificagcdo utilizando acetatos de cadeia curta.

Carga enzi-
) maética e Tempo Rendimento
Aceitador )
Matéria -prima q ! razao Catalisador Temperatura de de
e acila -
molar reagéo Biodiesel
6leo/acetato
Oleo de Acetato de 10% Novozym o cerca de
girassol etila 1:11 435 50°C 12h 90% 1!
Oleo de Acetato de 18% Novozym 2
: 40°C 15h 95,78%
lodo de esgoto etila 1:.24 435
- Acetato de 2% . o 53999 2
Oleo de palma metila 1:12 Lipase 40 °C 50 h ,99%
Oleo de(;se- Acetato de 20% Eversa®
mente de . 1:3 Transform 44,43 °C 5h 41,46% 3
Calophyllum in- etila
2.0
ophyllum
Candida 45 9C
. Acetato de 1% ;
Oleo de palma metila l'g antartica A * jnduzida por 3h 80,6% *
. imobilizada ultrassom
. - Acetato de 30% Lipozyme TL o s
Oleodericino el 113 imobilizada 6o=c 24h 1%
Oleo de Acetato de 0,5% Candida
N : . 70 °C 6h 2% 6
pinhdo-manso etila 1:6 Antarctica 82%
. . Acetato de 30% Novozym
Oleo de soja metila 1:12 435 40°C 14h 92%7
50 °C 95,4% com
. Acetato de 2.5% Acido . , teor de
Oleo de babacu etila 1:60 Sulftrico |n|(iu2|da por 3h 17,6% de
uitrassom triacetina 8

Fonte: 1: (MODI et al. 2007); 2 (WONG et al., 2023); 3: (KUSUMANINGTYAS, et al., 2022); 4:
(ZAINAL, et al, 2023); 5. (GOMEZ-CALVO; GALLARDO; LADERO, 2022); ¢
(KUSUMANINGTYAS; PRISTIYANI; DEWAJANI, 2016); ”: (DU et al., 2004); 8 (PRIEBE et al.,
2024).

Observa-se que o0 uso de enzimas como catalisadores na
interesterificacdo com acetatos de cadeia curta permite alcancar bons
rendimentos de biodiesel, mesmo sob condigcbes brandas de reacéo.
Observa-se que tanto o acetato de metila quanto o acetato de etila tém sido
empregados em conjunto com diferentes Oleos vegetais, obtendo-se
rendimentos superiores a 70%, dependendo da enzima e das condi¢cdes
operacionais empregadas. Dentre os catalisadores mais frequentemente

reportados, destacam-se as lipases Novozym 435, Eversa® Transform 2.0 e
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lipase B de Candida antarctica, as quais apresentam elevada seletividade e
boa estabilidade operacional.

Apesar da utilizacdo de acetatos possibilitar a formagdo de um
coproduto de alto valor agregado, como a triacetina, a maioria dos estudos
nao quantifica esse composto, concentrando-se principalmente na otimizacéo
do rendimento de biodiesel, sem explorar a separagéo e o aproveitamento da
triacetina como produto adicional do processo. Deve-se destacar, porém, que
a triacetina apresenta boa solubilidade no biodiesel, podendo ser incorporada
em proporcdes de aproximadamente 10-20 % em massa, sem formacao de
fases separadas ou comprometimento das propriedades estabelecidas pelas
normas internacionais de qualidade (WONG et al., 2023).

Nesse contexto, embora a rota enzimatica apresente vantagens
ambientais e operacionais, ainda enfrenta limitagcdes associadas ao tempo de
reacdo e a transferéncia de massa em sistemas convencionais. Assim, a
intensificacdo de processos é uma estratégia que pode contribuir para o
aumento da eficiéncia reacional, destacando-se 0 uso do aquecimento por

micro-ondas como uma das alternativas.

2.5 Reator por irradicdo de micro-ondas

A eficiéncia desse tipo de aquecimento estd associada a interacao
direta das micro-ondas com as moléculas presentes no meio reacional,
promovendo aquecimento volumétrico e mais uniforme. Diferentemente do
aquecimento convencional, em que o calor é transferido por conducao a partir
da parede do reator, o0 aqguecimento por micro-ondas induz a agitacao
molecular interna e reduz gradientes térmicos locais, resultando em maior
disponibilidade de energia para colisbes efetivas entre substrato e
biocatalisador (NAROWSKA; KULAZYNSKI; LUKASZEWICZ, 2015; VERMA;
VERMA; FUERTES, 2024).

Além disso, estudos relatam que o uso de micro-ondas pode reduzir a
energia de ativacao aparente e aumentar a difusividade dos reagentes em
sistemas heterogéneos contendo enzimas imobilizadas, sem causar
desnaturacdo enzimatica quando operado sob condicbes controladas de
poténcia e temperatura (WANG et al., 2022; REJASSE et al., 2006). Assim, 0
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aguecimento por micro-ondas representa uma alternativa promissora para a
produgéo de biodiesel e derivados acetilados, possibilitando a reducdo do
tempo de reacdo e do consumo energético, sem comprometer o rendimento
e a seletividade da reacdo enzimatica (KUMAR: KUMAR;
CHANDRASHEKAR, 2011; KAMATH; REPUPATHI; SAIDUTTA, 2011; DA
ROS et al., 2013).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Lipase Eversa® Transform 2.0 e lipase B de Candida antarctica,
fabricadas pela Novozymes A/S (Bagsvaed, Dinamarca), foram adquiridas da
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Albumina de soro bovino (> 98%),
reagente de Bradford, tributirina 97%, heptadecanoato de metila (= 99%),
padrbes de triacetina (= 99,0%), diacetina 99% e glicerol > 99% foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, EUA). Oleo de babacu foi obtido
da COPPALJ (Lago do Junco, Maranhdo, Brasil). Purolite Lifetech®
ECR8806F (Purolite® C18) foi uma doacdo de Purolite Ltd. (Wales, Reino
Unido). Sulfato de cobre, tartarato de potassio, carbonato de sodio, fosfato de
sadio, fosfato de potassio monobasico, tiossulfato de sddio, glicerol, alcool
etilico, &lcool isopropilico, iodeto de potassio e tolueno (Synth — Diadema, SP,
Brasil). Hidroxido de potassio (Neon - Suzano, SP, Brasil). Cloreto de sédio,
acetona, acido cloridrico, heptano, iodo cloro seg. Wijs (Exodo Cientifica —
Séo Paulo, SP, Brasil).

3.2 Métodos

3.2.1 Concentracao de proteinas

A dosagem de proteina foi determinada pela metodologia colorimétrica
de Bradford (1976). Albumina de soro bovino foi utilizada como padrdo para
construcdo da curva de calibracdo (concentracdo em mg/mL vs. absorbancia)
em concentragdes de 0,05 a 1,5 mg/mL. Sucintamente, o método consistia
em adicionar 20 pyL da enzima a 1,0 mL do reagente de Bradford incubadas
por 5 min e, ap0s agitacdo, medir as absorbancias em espectrofotbmetro
Ultrospec 2000 (Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia) em comprimento de
onda de 595 nm. A Eversa® foi diluida 40, 60 e 80 vezes, ja a CALB 10, 20 e

40 vezes.
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3.2.2 Atividade enzimatica

As medidas de atividade enzimatica foram realizadas a partir da
hidrélise da tributirina, que tem como produto da rea¢éo o &cido butirico, de
acordo com a metodologia de Beisson et al.,, (2000), com adaptacoes.
Sucintamente, foram adicionados ao reator 6 mL de solu¢cédo tampéao de fosfato
de sédio 0,1 M (pH = 7,5), 16,5 mL de agua destilada e 1,5 mL de tributirina,
em agitacdo de 600 rpm a 37 °C. Apos 5 min de estabilizacdo do pH em 7,5,
foram adicionados 50 pL de enzima e a reacao foi monitorada pelo consumo
de solucdo KOH 0,20 M para manter o pH da reacdo em 7,5, usando um
titulador 907 Titrando (Metrohm, Herisau, Suica).

Para determinar a atividade enzimatica, foi construido um gréfico
relacionando a quantidade em mols de KOH consumido ao longo do tempo
para determinar a velocidade da reacédo em diferentes concentracfes (tanto a
Eversa® quanto a CALB foram diluidas 400, 500 e 1000 vezes).

Em um segundo grafico, em que o eixo das abscissas € o volume de
enzima utilizado, em mL, e o eixo das coordenadas é as diferentes
velocidades de reacao obtidas, em umol/min, obteve-se como inclinacao da

reta a atividade enzimética em pmol/min/mL (TBU/mL).

3.2.3 Caracterizacado do 6leo de babacu

O oleo de babacu foi caracterizado a partir das metodologias da AOCS
- American Qil Chemists’ Society (2016), de acordo com o indice de acidez
(Cd 3d-63), indice de saponificacdo (Cd 3-65), indice de iodo (Cd 1-25),
umidade (Ca 2b-38), densidade (Cc 10a-25) e composicao de acidos graxos
por cromatografia (Ce 2-66). A viscosidade foi medida a 35 °C entre 10 e 160
rpm em um redmetro Brookfield (Brookfield DV-III Ultra com banho TC-650,
Brookfield Brazil, Rio de Janeiro, Brasil). A massa molar foi estimada a partir
da composicdo dos acidos graxos do 6leo de babacu (Tabela 9), usando a
Equacéo 1 (SANTOS, 2008):
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Y%molar do acido graxo XMMgcido graxo
MMéle(,:Z( lar do cido graxo dog )x3+38,04 (1)

Z(%molar do acido graxo)

3.2.4 Preparo do suporte Purolite® e imobilizacdo enzimatica

A Purolite® C18 foi suspensa em metanol na razéo 1:5 m/v e mantida
sob agitacdo por 1 hora. Em seguida, adicionou-se agua destilada na
proporcao 1:1 v/v de dgua e metanol, permanecendo sob agitacdo por mais
15 minutos. Apds esse periodo, a solucao foi filtrada a vacuo e o suporte foi
lavado com agua destilada em volume 10 vezes maior ao da suspensao inicial
(GUIMARAES et al., 2022).

A enzima Eversa® Transform 2.0 foi imobilizada por adsorcéo fisica no
suporte Purolite® C18 utilizando solucdo tampéao de fosfato de sédio 5 mM, pH
7, na razdo suporte:solucdo enzimética de 1:10, g/mL). O sistema
permaneceu sob agitacdo suave, a temperatura ambiente, por 6 horas. As
cargas enzimaticas avaliadas foram de 1 e 20 mg de enzima por grama de
suporte. Amostras do sobrenadante foram coletadas a cada 1 hora para
monitoramento da atividade enzimatica e da concentracdo de proteinas. A
determinacdo da concentracdo de proteina e da atividade foi realizada
conforme as metodologias descritas nhas seg¢fes 3.2.1 e 3.2.2,
respectivamente.

Para a carga de 20 mg/g de suporte, 3,43 mL de enzima (preparacéo
enzimatica comercial) foram diluidos em 46,57 mL de tamp&o fosfato de sédio
5 mM, pH 7,0, aos quais foram adicionados 5,0534 g de Purolite® C18. Para
a carga de 1 mg/g de suporte, 0,069 mL de enzima foram diluidos em 19,931
mL de tampé&o, sendo entédo adicionados 2 g de suporte.

A partir dos valores de atividade enzimatica da solucdo inicial, do
sobrenadante final e das solu¢6es de lavagem, foram calculados os seguintes
parametros de imobilizacdo: rendimento de imobilizacdo (RI) e recuperacéo

de atividade (RA), conforme Equacgdes 2 e 3.

RI (%) _ Atividade tedrica imobilizada %100 (2)

Atividade oferecida

RA (%) _ Atividade medida da EI %100 (3)

Atividade oferecida x RI
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Em que:

Atividade tedrica imobilizada
= atividade oferecida — atividade no sobrenadante final

— atividade das solucoes de lavagem

Atividade oferecida
= atividade da solu¢des enzimatica inicial

X volume da solucao enzimatica

3.2.5 Reacdao de glicerdlise entre glicerol e acetato de etila

O experimento foi conduzido em frascos ambar fechados, mantidos em
agitador do tipo shaker a 37 °C, sob agitacdo de 250 rpm, com monitoramento
da reagcdo durante 48 h. Foram utilizados 13 g de glicerol, 1000 TBU de
enzima livre e razdo molar glicerol:acetato de etila estequiométrica (1:3),

conforme mostra a Equacao 4.

Glicerol (C3Hg03) + 3 Acetato de Etila (C4,Hg0,) — Triacetina(CyH,,04) +
3 Etanol (C,HsOH) 4)

Apos as 48 h de reacdo, as enzimas foram inativadas em banho de
agua fervente por 5 min. Em seguida, os meios reacionais foram submetidos
a secagem em estufa a 70 °C durante a noite, com o objetivo de evapor o
acetato de etila residual e etanol formado durante a reagdo. Apds a secagem,
0S meios reacionais foram centrifugados, resultando na formacéo de duas
fases. Foram coletados 30 pL da fase leve, os quais foram diluidos em 2 mL
de agua Milli-Q. Essa solucéao foi posteriormente analisada por cromatografia
liguida para a quantificacdo da triacetina, conforme metodologia descrito na

secédo 3.2.6.
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3.2.6 Planejamento Experimental

Para avaliar a influéncia da razéo molar 6leo de babacu:acetato de etila
(x1) e da temperatura (x;) sobre o rendimento de ésteres etilicos de acidos
graxos (FAEES), foi aplicado um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR), com duas variaveis independentes, trés repeticbes genuinas em
cada ponto axial e fatorial e trés pontos centrais, totalizando 27 experimentos
(RODRIGUES, 2014).

As variaveis estudadas e seus respectivos niveis reais e codificados

estdo apresentados na Tabela 5. Os niveis —1 e +1 correspondem aos limites

da faixa experimental, enquanto —1,41 e +1,41 representam os pontos axiais.

Tabela 5. Niveis reais e codificados das variaveis estudadas no Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR).

Nivel
Variavel Simbolo
-1,41 -1 0 +1 +1,41
Raziao molar (6leo:acetato) X1 3,79 10 25 40 46,21
Temperatura (2C) X2 25,86 30 40 50 54,14

Os experimentos foram realizados em frascos ambar fechados,
mantidos em agitador do tipo shaker (modelo SL 222, Solab, Piracicaba, SP,
Brasil), sob agitacédo de 250 rpm. Utilizou-se a enzima Eversa® Transform 2.0
imobilizada em Purolite® C18 (carga de 20 mg de proteina por grama de
suporte, atividade de 54.396,05 TBU/g), com atividade total no meio reacional
de 600 U e 6,5 g de 6leo de babacu.

Os resultados experimentais foram expressos como rendimento
relativo de FAEEs (Y, %), calculado com base nas analises realizadas por
cromatografia gasosa.

A analise estatistica foi conduzida no software Protimiza Experimental
Design, adotando-se um nivel de significancia de 5% (a = 0,05). O modelo
proposto foi ajustado por regressdo quadratica, conforme a equagdo geral

apresentada a seqguir:
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Y= Bo+Br*xs+Byrxy+ Bz xx] + Py *x5 4 Ps X ¥ X, (5)

A significancia dos coeficientes () foi avaliada por meio do teste t de
Student, e a adequacdo global do modelo foi verificada por andlise de
variancia (ANOVA), grafico de Pareto e correlacdo entre valores
experimentais e preditos. Os termos nado significativos (p > 0,05) foram

eliminados, e o modelo reparametrizado.

3.2.7 Reacao de interesterificacdo em reator convencional e micro-

ondas

Os ensaios foram realizados em um reator com controle de
temperatura por circulagdo de agua e agitacao promovida por fluxo em vortice.
O reator apresenta razao de raios (N = Rintemo/Rextemo) igual a 0,24 e razao de
aspecto (I" = L(comprimentro)/d(diametro)) de 6,72 (RAMOS et al., 2018). As reacdes
foram conduzidas na temperatura definida pelo planejamento experimental
descrito na Secdo 3.2.6, sob agitacdo suficiente para garantir a
homogeneizacgao do sistema, em torno de 1000 rpm.

O estudo avaliou a reacao de interesterificacado do 6leo de babagu com
acetato de etila, catalisada pela lipase comercial Eversa® Transform 2.0
imobilizada em Purolite® (carregamento de 20 mg de proteina por grama de
suporte), considerando diferentes cargas enzimaticas no meio reacional (5%,
10% e 15%, massa de enzima por massa de 0leo). As reacdes foram
conduzidas em dois modos de operagcado: batelada simples e batelada

alimentada.

Na batelada alimentada, adotou-se inicialmente uma razdo molar
Oleo:acetato de etila de 1:10 durante as primeiras 48 h de reacdo. Apés esse
periodo, o acetato de etila foi adicionado gradualmente a cada 24 h,
mantendo-se uma propor¢do molar adicional de 1:10 por etapa, até atingir a

razdo molar maxima de 1:50 em 120 h, totalizando 144 h de reacéao.

Para fins de comparacdo, também foram realizadas reacfes em
batelada simples, nas quais a razdo molar 6leo:acetato de etila de 1:50 foi
estabelecida no tempo inicial (t = 0 h) e mantida constante ao longo das 144
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h de reacdo. Em ambos os modos operacionais, amostras foram coletadas a
cada 24 h. Todas as reagOes foram realizadas em duplicata, totalizando 12
bateladas reacionais.

Os experimentos em reator de micro-ondas foram conduzidos em um
sistema Discover System (Matthews, NC, EUA), utilizando os parametros
otimizados nos ensaios sob aquecimento convencional. As reacdes foram
realizadas em modo de temperatura controlada, conforme o planejamento
experimental descrito na Secéo 3.2.6, com tempo total de reagéo de 6 h. O
equipamento operou com monitoramento automatico da poténcia, de modo a

manter a temperatura constante ao longo de todo o ensaio.

3.2.8 Caracterizagdo dos ésteres etilicos de acidos graxos (FAEES)

A quantificacdo dos FAEEs foi feita por cromatografia gasosa, com
base no método EN 14103 (EUROPEAN COMITTEE FOR
STANDARDIZATION, 2003), utilizando um cromatografo Agilent 7890 A
(Agilent, Santa Clara, CA, EUA), equipado com detector de ionizacdo de
chama (FID). A coluna empregada foi uma HP-INNOWAX (30m x 0,320 mm x
0,25 pm), da Agilent Techonologies. Utilizou-se heptano como solvente,
heptadecanoato de metila como padréo interno e hélio como o gas de arraste.
As amostras (50 mg) foram diluidas em solucdo contendo 10 mg de
heptadecanoato de metila por mL de solvente, e 1 uL da solugao foi injetada
no cromatografo. A temperatura do forno foi mantida a 210 °C e a do detector
a 250 °C. Os resultados foram coletados no software OpenLab, por meio da

integracao das areas dos picos cromatograficos (MIRANDA et al., 2025).

3.2.9 Quantificacdo da triacetina

A quantificacéo de triacetina foi realizada por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (HPLC), utilizando um cromatografo Waters Alliance e2695
(Waters Co., Milford, CA, EUA) equipado com detector de arranjo de diodos

(Photodiode Array, PDA 2998). A separacao cromatografica foi conduzida em
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modo isocratico, empregando uma coluna Sunfire C18 (150 mm x 4,6 mm, 5
pm) da Waters Co. (Milford, CA, EUA), mantida a 25 °C.

A fase movel foi composta por 85% de agua e 15% de acetonitrila, com
tempo total de corrida de 25 min. O volume de injecdo foi de 20 L. A
quantificacdo foi realizada por padronizacdo externa, utilizando triacetina com

pureza 2 99,0 % como padréo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1  Caracterizagao das enzimas

As enzimas Eversa® Transform 2.0 e lipase B de Candida antarctica
(CALB) foram caracterizadas quanto a atividade hidrolitica, avaliada pela
hidrélise da tributirina, e quanto a concentracdo de proteinas, determinada
pelo método de Bradford. Os resultados obtidos estdo apresentados nas
Figuras 5 e 6 e nas Tabelas 6 e 7.

As Figuras 5 e 6 apresentam os perfis de velocidades iniciais de
hidrolise, expressas em micromoles de &cido butirico liberados por minuto de
reacao, em funcdo do volume de enzima (em mL). A partir dos coeficientes
angulares das retas ajustadas, foram determinadas as atividades hidroliticas
de 110.032 + 5.408 TBU/mL para a Eversa® Transform 2.0 e de 74.009 + 1.376
TBU/mL para a CALB.

Figura 5. Perfil de velocidade inicial de hidrélise de tributirina (umol/min)
catalisada pela Eversa® Transform 2.0, a 37°C e pH 7,5, em funcdo do volume de

enzima (mL).
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Figura 6. Perfil de velocidade inicial de hidrolise de tributirina (umol/min) catalisada
pelalipase B de Candida antarctica (CALB), a 37°C e pH 7,5, em funcéo do volume de
enzima (mL).
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A concentracdo de proteinas foi determinada a partir da curva padréo
construida com albumina do soro bovino, descrita pela equacdo Asgsnm =
0,6285 x Cp + 0,0307. Com base nos dados apresentados nas Tabelas 6 e 7,
obtiveram-se concentracdes médias de 29,19 + 2,16 mg/mL para a Eversa®
Transform 2.0 e de 21,82 + 1,85 mg/mL para a CALB.

Apesar da Eversa® apresentar maior atividade hidrolitica volumétrica
em comparacdo a CALB, as atividades especificas das enzimas mostraram-
se semelhantes, com valores de 3.769,51 TBU/mg para a Eversa® Transform
2.0 e 3.391,80 TBU/mg para a CALB. Essa similaridade esta associada ao
fato da tributirina ser um substrato de cadeia curta (C4), o que favorece a acao
de diferentes lipases. No entanto, esse comportamento ndo necessariamente
reflete o desempenho das enzimas em reagfes envolvendo triglicerideos de
cadeia longa ou na reacdo de interesse deste trabalho, a interesterificacéo.
Dessa forma, a eficiéncia catalitica das enzimas sera avaliada posteriormente

nas condicdes reacionais especificas do processo estudado.
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Tabela 6. Concentracéo de proteinas da Eversa® Transform 2.0 determinada pelo
método de Bradford.

Fator Absorbéancia Concentracéo de
de diluigao meédia + s.d. proteinas (mg/mL)
40 0,455 + 0,020 27,00
60 0,337 + 0,024 29,24
80 0,276 + 0,008 31,32

Tabela 7. Concentragcao de proteinas da lipase B de Candida antarctica (CALB)
determinada pelo método de Bradford.

Fator Absorbancia Concentracéo de
de diluigao meédia + s.d. proteinas (mg/mL)
10 0,293 £ 0,002 20,02
20 0,164 + 0,004 21,73
40 0,095 £ 0,001 23,72

4.2  Caracterizacdo do 6leo de babacu

A Tabela 8 apresenta os valores experimentais das propriedades fisico-
quimicas do Oleo de babacu. Observa-se que a densidade relativa, o indice
de iodo, o indice de saponificacdo e a viscosidade apresentaram
concordancia superior a 95% em relacdo aos valores previamente reportados
em fichas técnicas comerciais (EMFAL, 2018).

O indice de acidez, por sua vez, apresentou valor aproximadamente
trés vezes superior ao valor reportado nas fichas técnicas (maximo de 0,500
mg KOH/qg). Essa variacdo pode ser atribuida as diferencas na origem da
matéria-prima, no método de extracdo e nas condi¢cdes de armazenamento do
6leo. No entanto, esse maior teor de acidos graxos livres ndo representa uma
limitacdo para a catalise enzimatica, ao contrario do que ocorre em processos
catalisados por bases, nos quais esse parametro favorece reacdes
indesejadas, como a saponificacdo (KUSUMANINGTYAS et al., 2022).

A umidade relativa do 6leo apresentou valor reduzido (cerca de 1%),
condigéo considerada adequada para a reagao de interesterificagcdo, uma vez
que teores elevados de agua podem favorecer reacdes de hidrolise dos

triglicerideos, reduzindo a formacéo de ésteres (USAI et al., 2010).



51

Tabela 8. Propriedades fisico-quimicas do 6leo de babagu.

Propriedade Valor médio * _ _
. o Ficha técnica?®
fisico-quimica s.d
Densidade (g/mL) 0,91 +0,16 Entre 0,9050 e 0,9150
Umidade relativa (%) 1,06 £ 0,15 No méximo 0,100%
indice de acidez _
1,34 + 0,01 No maximo 0,500
(mgKOH/Qg)
indice de saponificacéo
255,53 + 18,61 Entre 240,00 e 253,00
(mgKOH/Qg)
indice de iodo (mgl2/g) 16,16 + 2,35 Entre 14,00 e 17,00
Viscosidade (35°C) (cP) 31,74 £ 0,05 -
Massa molar (g/mol)® 693,76 £ 0,70 700,35

a(EMFAL, 2018).

Conforme apresentado na Tabela 9,

0 Oleo de babacu é

predominantemente constituido por acido laurico (C12), que representa cerca

de 44% de sua composicdo. Além deste, destacam-se o acido miristico (C14),

com aproximadamente 16%, e o acido oleico (C18:1), com aproximadamente

12%. Esses valores estdo em consonancia com dados técnicos disponiveis

na literatura, que indicam faixas de 40% e 55% para o acido laurico, de 11%

a 27% para o acido miristico e de 9% a 20% para o acido oleico

(CAMPESTRE, s.d.).

Tabela 9. Composicao de acidos graxos do 6leo de babagu.

Acido graxo

Composicao (%, m/m)

Acido caproico (C6)
Acido caprilico (C8)
Acido céaprico (C10)
Acido undecanoico (C11)
Acido laurico (C12)
Acido tridecandico (C13)
Acido miristico (C14)
Acido palmitico (C16)
Acido palmitoleico (C16:1)
Acido heptadecanoico (C17)

0,57
6,90
5,85
0,03
43,65
0,04
15,91
8,73
0,03
0,03
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Acido estearico (C18) 3,68

Acido oleico (C18:1 cis) 12,22

Acido linoleico (C18:2) 1,88

Acido Octadecadiendico (C18:2 trans) 0,12
Acido araquidico (C20) 0,07

Acido linolénico (C18:3 gamma) 0,24
Acido gadolinico (C20:1 cis) 0,05

Ressalta-se ainda que o 6leo de babacu € composto majoritariamente
por acidos graxos saturados, representando cerca de 85% de sua
composicdo. Essa caracteristica confere elevada estabilidade oxidativa ao
biodiesel produzido, tornando o 6leo de babacu uma matéria-prima

promissora para a sintese de ésteres etilicos (PRIEBE et al., 2024).

4.3 Rendimento de triacetina a partir da glicerélise com acetato de
etila

Este estudo teve como objetivo avaliar o desempenho catalitico das
duas lipases selecionadas, Eversa® Transform 2.0, uma variante de lipase de
Thermomyces lanuginosus, e a lipase B de Candida antarctica (CALB), na
sintese de triacetina, por meio da reacdo entre glicerol e acetato de etila.
Essas lipases foram selecionadas por serem amplamente empregadas em
processos de biocatélise e apresentarem elevado potencial catalitico em
reacoes de esterificacdo e transesterificacdo (ZHAO et. al, 2015; LI et al.,
2023; ZHANG et al., 2025; LISH, 2025).

Optou-se pela utilizacdo do glicerol como substrato na etapa de
selecdo enzimatica por este constituir a estrutura central dos triglicerideos
presentes no 6leo de babacu. Além disso, a eficiéncia dessas enzimas em
reacOes de transesterificacdo de 6leos e gorduras com etanol ou metanol
encontra-se amplamente documentada na literatura (YANG, 2009;
TONGBORIBOON, 2010; YASVANTHRAJAN, 2025). Dessa forma, a
eficiéncia catalitica das lipases foi avaliada por meio de uma reacdo de
transesterificacao direta entre glicerol e acetato de etila, permitindo evidenciar
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a capacidade das enzimas em acilar a molécula de glicerol nas posi¢ées sn-
1, sn-2 e sn-3 (KAPOOR; GUPTA, 2012).

Os resultados apresentados na Tabela 10 indicam que a Eversa®
apresentou desempenho superior na formacao de triacetina, alcangcado uma
concentracdo média de 24,321 + 2,748 g/L, enquanto a CALB atingiu 12,328
+ 1,042 g/L. Com base nesses resultados, a Eversa® foi selecionada para as
etapas subsequentes do estudo, nas quais seré avaliada a sintese simultanea
de ésteres etilicos e acetinas por meio da interesterificacdo do 6leo de babacu

com acetato de etila.

Tabela 10. Concentracgao de triacetina apds 48 h de reacéo entre glicerol e acetato de
etila (razdo molar 1:3), a 37°C e 250 rpm, em agitador do tipo shaker

Concentracgao de triacetina (g/L)

Lipase .
Média + s.d.
Eversa® 24,321 + 2,748
CALB 12,328 + 1,042

4.4  Imobilizacdo da lipase Eversa® Transform 2.0

Apbs 6 horas de de imobilizacdo da lipase Eversa® Transform 2.0 em
Purolite® C18, sob condicdes controladas de temperatura (25°C) e pH (7,0,
tampéo fosfato de s6dio 5 mM), utilizando cargas proteicas de 20 mg/g e 1
mg/g de suporte, constatou-se que a adsorcdo maxima da enzima havia sido
alcancada. Essa conclusdo baseou-se na estabilizagcdo dos valores de
atividade enzimética e de concentracdo de proteinas no sobrenadante da
reacao, conforme ilustrado nas Figuras 7 e 8.

A Tabela 11 apresenta os parametros de imobilizacdo obtidos para

ambas as cargas enzimaticas avaliadas.
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Figura 7. Perfil de imobilizacdo da Eversa® Transform 2.0 em Purolite® C18 a 25°C, pH
7,0 (tampéo fosfato de s6dio 5 mM), razdo suporte/solucdo enzimatica de 1:10 (m/v),

carga proteica oferecida de 20 mg/g de suporte. (m) Atividade enzimatica e (m)

Atividade Enzimatica (U/mL)
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Figura 8. Perfil de imobilizacdo da Eversa® Transform 2.0 em Purolite® C18 a 25°C, pH
7,0 (tampéo fosfato de s6dio 5 mM), razdo suporte/solucédo enzimética de 1:10 (m/v),

carga proteica oferecida de 1 mg/g de suporte. (m) Atividade enzimatica e (m)

Atividade Enzimética (U/mL)

concentracéo de proteinas do sobrenadante da imobilizacéo
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Tabela 11.Resultados da imobilizacdo da Eversa® Transform 2.0 em Purolite® C18 a
25°C, pH 7,0 (tampéao fosfato de s6dio 5 mM), para cargas oferecidas de 20 e 1 mg de
proteina por grama de suporte.

Parametro Carregamento

(mg proteina/g suporte)

20 1
Atividade oferecida (TBU/Q) 75.117,74 4.010,50
Atividade no sobrenadante final (TBU/Q) 8.667,43 762,85
Atividade nas soluc¢des de lavagem (TBU/g) 12.054,26 0
RI (%), Eq. (2) 72,41 80,98
Atividade tedrica imobilizada (TBU/g de suporte) 54.396,05 3.247,65
Atividade experimental (TBU/Q) 11.900,00 3.160,00
RA (%), Eq. (3) 21,88 97,30

Para a carga oferecida de 20 mg de proteina por grama de suporte,
obteve-se um rendimento de imobilizacao (RI) de 72,41%, resultando em uma
atividade hidrolitica tedrica de 54.396,05 TBU/g de suporte, calculada
conforme descrito na Secdo 3.2.2. No entanto, a atividade experimental
determinada para a enzima imobilizada foi de 11.900 TBU/g, o que
corresponde a uma recuperacao aparente de atividade (RA) de 21,88%. A
diferenca expressiva entre a atividade tedrica e a experimental pode ser
atribuida principalmente a resisténcia difusional intraparticula, que limita o
acesso do substrato aos sitios ativos da enzima, reduzindo a atividade
catalitica aparente, e ndo necessariamente a inativacao da enzima durante o
processo de imobilizagao.

Quando a imobilizacédo foi realizada sob as mesmas condi¢cdes de
temperatura e pH, porém com carga proteica baixa (1 mg/g de suporte),
observou-se um RI de 80,98 %. Nessas condic¢des, as atividades tedrica e
experimental foram de 4.010,5 TBU/g e 3.247,65 TBU/g, respectivamente,
resultando em uma recuperacao de atividade de 97,30%. Esses resultados
indicam que, em baixas cargas enzimaticas, os efeitos de resisténcia
difusional sdo significativamente minimizados, favorecendo uma maior
eficiéncia catalitica do biocalisador imobilizado.

Apesar da maior recuperacao de atividade observada em baixa carga
enzimatica, os experimentos subsequentes forma conduzidos utilizando alta

carga de enzima. Essa escolha deve-se ao fato de que, mesmo com maior
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influéncia da resisténcia difusional, a elevada atividade global obtida nessa
condicao resulta em maior produtividade do processo, o0 que é particularmente

relevante visando aplicacées em escala industrial.

4.5 Analise estatistica e determinacdo da temperatura ideal

A reacao de interesterificacdo do 6leo de babacu com acetato de etila
foi otimizada em termos de rendimento de ésteres etilicos de acidos graxos
(FAEESs) usando DCCR, considerando a temperatura e a razdo molar acetato
de etila:6leo de babacu como variaveis independentes. Os valores de
rendimento de FAEEs (Y, %) obtidos nas diferentes condi¢cdes experimentais
do DCCR, expressos em termos reais e codificados, estdo apresentados na
Tabela 12.

Os rendimentos variaram de 5,40 a 15,91%, sendo o maior valor
observado no ponto central do planejamento, correspondente a temperatura
de 40°C e a razdo molar acetato de etila:6leo de babacu de 25:1, com
rendimento médio de 15,09 + 0,63%.

Os dados experimentais foram ajustados por regressao quadrética,
resultando no modelo empirico expresso em termos de variaveis codificadas,

conforme a Equacéo (6):

Y= 15,09 + 0,55 X X1 — 1,77 X Xy — 2,54‘ X (Xl)z - 3,31 X (Xz)z (6)

A andlise de significancia dos coeficientes indicou que todos os termos
lineares e quadraticos foram estatisticamente significativos (p < 0,05), com
excecdo do termo de interacdo Xx;-X; (p = 0,0646), o qual foi removido do
modelo final. Esse resultado indica que, dentro da faixa experimental
estudada, a razdo molar e a temperatura atuam de forma independente sobre

o rendimento de FAEEs.
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Tabela 12. Valores codificados (x1 € x2) e reais (X1 e X;) para as variaveis estudadas no
planejamento experimental e as respostas em rendimento de FAEEs (Y).

Ensaios X1 X2 Xi(mol X2 (°C) Y (%)
acetato)

1 -1 -1 10 30 12,25
2 -1 -1 10 30 12,69
3 -1 -1 10 30 11,51
4 1 -1 40 30 10,06
5 1 -1 40 30 10,77
6 1 -1 40 30 9,53
7 -1 1 10 50 6,35
8 -1 1 10 50 6,53
9 -1 1 10 50 7,15
10 1 1 40 50 7,83
11 1 1 40 50 8,0
12 1 1 40 50 6,31
13 -1,41 0 4 40 8,95
14 -1,41 0 4 40 7,43
15 -1,41 0 4 40 8,04
16 1,41 0 46 40 11,36
17 1,41 0 46 40 12,88
18 1,41 0 46 40 12,40
19 0 -1,41 25 26 10,30
20 0 -1,41 25 26 10,94
21 0 -1,41 25 26 10,97
22 0 1,41 25 54 5,40
23 0 1,41 25 54 7,19
24 0 1,41 25 54 7,09
25 0 0 25 40 15,91
26 0 0 25 40 15,0
27 0 0 25 40 14,37

O grafico de Pareto (Figura 9) evidenciou que a temperatura (x;) € 0

termo quadratico da (x,2) apresentaram os maiores efeitos sobre a resposta,
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seguidos pelo termo quadrético da razdo molar (x;2), enquanto o efeito linear
da razdo molar (x;) foi menos pronunciado. Esses resultados confirmam que
a temperatura é a variavel mais relevante na formacdo de FAEEs,
comportamento coerente com a cinética e a estabilidade térmica de lipases.
De fato, Miranda et al. (2020) reportam que a Eversa® Transform 2.0
livre apresenta atividade maxima na hidrolise de tributirina na faixa de 35 a 50
°C, com reducéo significativa da atividade a 60°C (cerca de 20%). De modo
semelhante, Alexandre et al. (2022) observaram temperatura 6tima de 40 °C
na producgdo de biodiesel por esterificacdo de &cidos graxos livres do 6leo de
babacu com metanol catalisada por Eversa® Transform 2.0, com queda
acentuada da conversao de 58,79 % a 40 °C para 2,80 % a 55 °C, atribuida a

desnaturacao térmica da enzima.

Figura 9. Gréafico de Pareto dos efeitos estatisticamente significativos do
DCCR para o rendimento de FAEEs.
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O grafico de correlacdo entre os valores experimentais e os valores
preditos pelo modelo (Figura 10) apresentou boa concordancia, com
tendéncia linear positiva e auséncia de outliers relevantes, indicando
adequada capacidade preditiva do modelo dentro da regido experimental

avaliada.
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Figura 10. Correlacao entre os valores experimentais e os valores preditos
pelo modelo para o rendimento de FAEEs.
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A analise de variancia (ANOVA), apresentada na Tabela 13,
demonstrou que o modelo é estatisticamente significativo (Fcaic = 27,1 > Feiit =
2,8; p < 0,05), com coeficiente de determinagédo R? = 83,15 %, indicando que
aproximadamente 83% da variabilidade dos dados experimentais foi explicada
pelo modelo. Embora o teste de falta de ajuste tenha sido significativo (p =
0,00004), esse resultado pode ser atribuido ao baixo erro puro observado
(0,5), tornando o teste excessivamente sensivel a pequenas variacfes

experimentais.

Tabela 13. ANOVA do planejamento experimental DCCR para o rendimento de ésteres
etilicos de acidos graxos (FAEESs)

Fonte de variacdo Soma dos Graus de  Quadrado Fecac  p-valor
Quadrados Liberdade Médio

Regresséo 180,3 4 45,1 27,1 0,00000
Residuos 36,5 22 1,7 - -
Falta de Ajuste 27,1 4 6,8 12,9 0,00004
Erro Puro 9,5 18 0,5 - -

Total 216,8 26 - - -

A superficie de resposta (Figura 11) indica uma regido oOtima
correspondente a temperaturas entre 31 e 43 °C e razdes molares entre 1:16

e 1:37, com ponto maximo estimado em cerca de 38 °C e razdo molar de 1:26.
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Inicialmente, o planejamento experimental também teve como objetivo avaliar
o rendimento de triacetina em condi¢cbes de alta raz&o molar, buscando
identificar uma faixa operacional que favorecesse simultaneamente a
formacdo de ésteres etilicos e acetinas. Embora seja possivel obter
rendimentos elevados FAEEs com razfes molares significativamente
menores, a ampliacdo da faixa estudada foi necesséaria para viabilizar a
otimizacdo conjunta com a triacetina, uma vez que razdes molares mais
elevadas favorecem a formacao de acetinas (NETO, 2024).

Entretanto, ndo foi possivel quantificar a triacetina neste conjunto de
experimentos, restringindo a andlise estatistica a variavel resposta de
rendimento de FAEEs. Assim, optou-se por adotar apenas a temperatura
otima estimada (38 °C) como parametro operacional, a qual foi empregada
nos experimentos subsequentes realizados no reator com aquecimento

convencional e agitacao por fluxo em vortice.

Figura 11. Superficies de resposta do rendimento de FAEEs em fungéo da razdo molar
e da temperatura
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4.6 Reacao de interesterificacdo de O0leo de babacu com acetato de
etila em reator com agitacdo do tipo fluxo em voértice e aguecimento

convencional

A reacéo de interesterificacdo do 6leo de babacu com acetato de etila
foi conduzida a 38 °C, utilizando a enzima Eversa® Transform 2.0 imobilizada
em Purolite® C18 (11.900 TBU/g, atividade determinada experimentalmente).
O acetato de etila foi adicionado de forma gradual (reator operado em modo
batelada alimentada), aumentando-se a razdo molar em incrementos de 1:10
a cada 24 h. As cargas enziméticas empregadas no reator variaram de 5 %,
10 % e 15 % (massa de enzima por massa de 6leo de babacu). Os perfis de
producdo de FAEESs e acetinas sdo mostrados na Figura 12.

Com 5% de enzima, o rendimento de FAEEs aumentou de 6,33 % em
24 h para 19,03 % em 144 h, enquanto a concentracdo de triacetina aumentou
lentamente até 0,998 g/L no mesmo periodo. A diacetina aumentou mais
rapidamente, atingindo 6,814 g/L em 144 h. Esse comportamento era
esperado, pois pela cinética de acetilacdo do glicerol, triacetina requer um
tempo de reacdo prolongado para atingir producdo maxima. A baixa
concentracéo de biocatalisador provavelmente limitou a velocidade global da
reacao e 0 avanco das etapas sequenciais de acetilagéo.

Com 10% de enzima, os rendimentos aumentaram significativamente.
O rendimento de FAEEs aumentou de 11,46 % (24 h) para 29,40% (144 h),
enquanto as concentragdes de triacetina e diacetina atingiram 3,301 g/L e
16,403 g/L, respectivamente. Nesse caso, a maior disponibilidade de sitios
ativos cataliticos favoreceu a formacao dos produtos. Contudo, o aumento de
diacetina ao longo do tempo indica que este intermediario ainda estava sendo
formado em maior proporcao do que consumido para gerar triacetina, embora
tenha apresentado tendéncia de estabilizacdo apos 120 h.

Nos experimentos conduzidos com 15% de enzima, observou-se o
melhor desempenho catalitico do sistema. O rendimento relativo de FAEEs
atingiu seu valor maximo de 32,07% em 72 h, assim como a producao de
acetinas (di- e triacetinas igual a 18,33 g/L). Ap0s esse periodo, a producéo
simultanea de FAEEs e acetinas é desfavorecida, com reducéo do rendimento

de ésteres e da concentracdo de acetinas (di- e triacetina) para 24,08% e
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13,06 g/L, respectivamente. O aumento na concentracao de triacetina, de
aproximadamente 1,2 vezes (de 3,02 para 3,60 g/L), ndo justifica um aumento
no tempo de reagdo de 72 a 144 h, devido a grande reducao da produtividade,
de 0,0419 g L't h'l (em 48 h) para 0,0250 g L™ h! (em 144 h).

Figura 12. Efeito da carga enzimatica ((m) 5, (¢) 10 e (A) 15 %, massa de

enzima/massa de 6leo de babacu) na interesterificacédo do 6leo de babacu com
acetato de etila a 38°C, catalisada por Eversa® imobilizada em Purolite® C18, ao longo

do tempo em reator agitado e aguecimento convencional (adi¢c&do gradual de acetato

de etila até razdo molar 6leo/acetato de 1:50)
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Concentracéo de diacetina

Comparando os perfis de produgéo de FAEEs e acetinas, observa-se
gue o aumento da carga enzimatica influenciou ndo apenas a taxa de
conversdo, mas também o perfil de formacdo e consumo dos produtos

intermediarios. Em cargas menores, a limitacao de sitios cataliticos restringiu
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0 avanco das reacdes de interesse, resultando em baixos rendimentos de
FAEESs e acumulo de diacetina, que atuou como intermediério estavel ao longo
do tempo. A medida que a quantidade de enzima aumentou, a reag&o tornou-
se mais eficiente, com maior velocidade inicial de formacao de FAEEs e maior
conversdo de diacetina em triacetina, refletindo o avanco da reacdo
sequencial de acetilacdo do glicerol. Entretanto, nas maiores cargas,
observou-se que a reacado atingiu o equilibrio mais rapidamente, levando a
estabilizacdo dos produtos e até a uma reducédo do rendimento de FAEEs
ap0s o ponto maximo. Esse comportamento sugere que 0 acréscimo da
concentragdo de enzima no reator acelera a velocidade da reacéo,
aproximando-a do equilibrio termodinamico (CANDURI, s.d.) em menor tempo
de reacdo e aumentando a produtividade dos produtos desejados (FAEEs e
triacetina).

Nos experimentos em batelada simples (razdo molar 6leo de
babacu:acetato de etila de 1:50), a carga enzimatica também influenciou de
forma expressiva o comportamento do sistema (Figura 13). Com 5% de
enzima, o rendimento de FAEEs atingiu 12,21% em 144 h, enquanto a
triacetina e a diacetina apresentaram valores baixos, de 0,248 g/ L e 1,715
g/L, respectivamente. Nessa condigdo, a alta concentragdo de acetato de etila
desde o inicio da reacdo ndo favoreceu a formacao de produtos. De acordo
com Sousa et al. (2021), o excesso de solvente pode diluir o meio reacional e
alterar a particdo dos substratos, sem necessariamente causar a inativacéao
da enzima. Assim, a diluicdo excessiva dificultou o contato efetivo entre a
enzima e o substrato, limitando o avanco da reacdo e mantendo baixos
rendimentos de produtos.

Com 10% de enzima, obteve-se um aumento do rendimento de FAEEs
(21,64% em 144 h), com maiores concentracdes de triacetina (1,273 g/L) e
diacetina (10,898 g/L). Apesar do desempenho superior em relacdo a menor
carga, a concentragao de triacetina foi menor do que a obtida com razao molar
variavel (adicdo gradual de acetato de etila).

Com 15% de enzima, o rendimento de FAEEs atingiu 31,53% em 72 h
e manteve-se estavel em torno de 30% até 144 h. A concentracao de triacetina
aumentou de 0,163 g/L (em 24 h) para 2,659 g/L (em 144 h), e a diacetina de
3,839 g/L para 19,041 g/L. A produtividade de diacetina permaneceu estavel
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entre 72 e 144 h (- 0,12 g L* hl), enquanto a produtividade de triacetina
aumentou aproximadamente duas vezes, de 0,0088 g L* h* (em 72 h) para
0,0185 g L't h't (144 h).

Figura 13. Efeito da carga enzimatica ((m) 5, (¢) 10 e (A) 15 %, massa de
enzima/massa de 6leo de babagu) na interesterificagdo do 6leo de babagu com
acetato de etila a 38°C, catalisada por Eversa® imobilizada em Purolite® C18, ao longo
do tempo em reator agitado e aquecimento convencional (adigdo Unica de acetato de
etila, razdo molar 6leo/acetato de 1:50).
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Concentracdo de Diacetina

A comparacdo entre os dois modos de adicdo de acetato de etila
mostrou que, independentemente da carga enzimatica, os rendimentos de
FAEEs foram semelhantes, especialmente para 10% e 15% de enzima. ISso
indica que, em ambos 0s casos, houve excesso de reagente suficiente para
deslocar o equilibrio no sentido dos produtos, confirmando que a formagé&o de

biodiesel ndo requer razbes molares extremamente elevadas. Por outro lado,
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a producédo de triacetina foi significativamente maior na condi¢cdo de adicéo
gradual de acetato de etila, especialmente com 15% de enzima, sugerindo
que o fornecimento gradual de acetato de etila favoreceu a cinética de
acetilacao do glicerol.

De acordo com Neto (2024), maiores concentracbes molares de
acetato favorecem o rendimento de triacetina; os resultados deste estudo
complementam essa observagdo, demonstrando que a etapa final de
acetilacao (diacetina — triacetina) depende nao apenas da quantidade total
de acetato presente, mas também do modo e do momento em que o reagente
é disponibilizado.

Esses resultados estdo de acordo com o planejamento experimental
realizado no Protimiza, que indicou como regido 6tima de operacdo uma faixa
de razdo molar entre 1:16 e 1:37, incluindo a razdo 1:20. No experimento com
adicdo gradual de acetato de etila, essa razao foi atingida apds 48 h, periodo
em que se observou aumento expressivo nos rendimentos de FAEEs e na
formacao de acetinas.

Assim, o ponto de 72 h, com 15% de enzima e adicdo gradual de
acetato de etila, foi identificado como a melhor condicdo experimental,
apresentando o maior rendimento de FAEEs e a melhor produtividade de
triacetina. Esta condicdo foi selecionada para célculos de rendimentos da
reacdo a partir de dados experimentais de interesterificacdo de 6leo de

babacu e acetato de etila sem amostragens ao longo do tempo.

4.7 Rendimentos dareacéo de interesterificacdo de 6leo de babacu e

acetato de etila

Os experimentos realizados nas melhores condi¢cbes identificadas
anteriormente (15% de enzima, adicdo gradual de acetato de etila e 72 h de
reacdo a 38 °C) apresentaram rendimentos médios de 53,83 £ 1,09 % de
FAEEs, 2,10 + 0,02 % de triacetina e 6,45 £ 0,34 % de diacetina, conforme
apresentado na Tabela 14.

Quando a reacéo foi conduzida nas mesmas condi¢des, mas em reator
com aquecimento por micro-ondas, com tempo total de 6 h e aumento gradual

da razdo molar O6leo:acetato proporcional ao periodo convencional (4 h
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equivalente a 48 h no sistema convencional), os rendimentos médios foram
de 57,58 + 1,47 % de FAEEs, 3,53 £ 0,16% de triacetina e 6,29 + 0,51% de
diacetina, conforme também apresentado na Tabela 14.

Tabela 14. Rendimentos da interesterificagcdo de 6leo de babagu e acetato de etila
catalisada por Eversa® imobilizada em Purolite® C18 em reatores agitados e diferentes
modos de aquecimento

Rendimento Médio + s.d. (%)

Produto Aquecimento convencio- Aquecimento micro-ondas, 6 h di
nal, 72 h de reacéo reacao
FAEEs 53,83 +1,09 57,58 £ 1,47
Triacetina 2,10 + 0,02 3,53+0,16
Diacetina 6,45+ 0,34 6,29 £ 0,51

Condicdes de reacéo: temperatura de 38°C, adicdo gradual de acetato de etila, carga enziméatica de
15% em relagdo a massa de 6leo de babacu (utilizada 6 g).

Dessa forma, a cada 100 kg de 6leo de babacgu, formam-se 53,83 kg
de FAEEs e 2,10 kg de triacetina no reator convencional (apés 72 h de
reacao), e 57,58 kg de FAEEs e 3,53 kg de triacetina no reator de micro-ondas
(apbs apenas 6 h de reacéo).

Os resultados demonstram que o uso do reator de micro-ondas permitiu
alcancar conversfes semelhantes as obtidas no sistema convencional em um
tempo aproximadamente doze vezes menor, evidenciando o efeito positivo da
irradiacdo micro-ondas na intensificacdo do processo de interesterificacao.
Ainda assim, os rendimentos obtidos neste estudo permaneceram inferiores
aos relatados em outros trabalhos de producdo de biodiesel por catalise
enzimatica. Por exemplo, Panadare & Rathod (2016) obtiveram um
rendimento de FAEEs 94% em 4 h por irradiacdo por micro-ondas, enquanto
Du et al. (2004) obtiveram 92% em 14 h, ambos utilizando lipase Novozym
435. Em comparacdo, Kusumumaningtyas et al. (2022), que realizaram
reacdo de interesterificacdo com Eversa® 2.0 com acetato de etila, obtiveram
rendimento de aproximadamente 42%, inferior ao valor deste estudo.

Sendo assim, estudos devem ser realizados para avaliar a eficacia da
Eversa® em reacgOes de interesterifiacdo. Devido a alta eficiéncia da lipase
435, uma coimobilizacdo pode ser interessante para obter rendimentos

maiores, bem como a analise do acetato utilizado.



67

5 CONCLUSAO

Este trabalho avaliou a coproducédo de biodiesel e triacetina por meio
da interesterificacdo enzimatica do 6leo de babacu com acetato de etila,
utilizando a lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em Purolite® C18, como
uma alternativa sustentavel a rota convencional de transesterificacdo. A
abordagem mostrou-se inovadora ao integrar a valorizagéo de coprodutos e o
uso de matérias-primas renovaveis, atendendo as demandas atuais por
processos ambientalmente responsaveis.

Os resultados indicam que a rota de interesterificacdo enzimatica é
tecnicamente viavel e apresenta comportamento reacional consistente sob
condicBes operacionais otimizadas. Embora os rendimentos em ésteres
etilicos de acidos graxos nao tenham atingido valores tipicos para biodiesel
comercial, a formacdo simultdnea de triacetina evidencia o potencial do
processo para gerar um coproduto de maior valor agregado, capaz de atuar
como bioaditivo e agregar funcionalidade ao combustivel final.

A utilizacdo do acetato de etila mostrou-se promissora, favorecendo a
estabilidade da enzima e contribuindo para a obtencdo de um combustivel
com propriedades diferenciadas. A comparagdo entre o0s sistemas de
aquecimento demonstrou que o uso de micro-ondas permite alcangar
rendimentos comparaveis aos do aquecimento convencional em tempos
significativamente menores, reforcando o potencial dessa estratégia para a
intensificacao da reacéo.

Assim, apesar das limitacdes do estagio atual de desenvolvimento da
tecnologia, a abordagem proposta mostrou-se satisfatoria, relevante e com
elevado potencial de aprimoramento. Para trabalhos futuros, recomenda-se

investigar estratégias adicionais de otimizacéo, incluindo:
e I|dentificacdo e superacdo de etapas cinéticas limitantes;

e Avaliacéo de diferentes sistemas de imobilizag&o e lipases com

afinidade por oOleos ricos em acidos graxos de cadeia média;

e Exploragéo de solventes e condi¢bes alternativas capazes de

maximizar a eficiéncia global do processo.
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Essas acbes poderdo contribuir para o avanco de rotas enzimaticas
sustentveis na producdo de biocombustiveis, agregando valor aos produtos

e promovendo solu¢gBes mais ambientalmente responsaveis.
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