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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduacdo em
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OTIMIZACAO DO PROCESSO DE PRODUCAO ENZIMATICA DE
BIODIESEL EM SISTEMA LIVRE DE SOLVENTE EM BANHO DE
ULTRASSOM

Ariana Secco Popiolski

Orientadores: José Vladimir de Oliveira
Débora de Oliveira

O objetivo do presente trabalho foi otimizar o processo de producdo de biodiesel
enzimatico em sistema livre de solvente em um banho de ultrassom. Foi realizado
um estudo cinético nos intervalos de tempo de 15 minutos a 8 horas para determinar
o melhor tempo. Apés realizou-se um delineamento de Plackett & Burman com 12
ensaios, apresentando ponto central em triplicata, onde foi avaliada a influéncia de
cinco variaveis (Temperatura 40 a 80°C; Razao Molar (6leo/etanol) 1:3, 1:6,5 e 1:10;
Concentracdo da Enzima Novozym 435 de 5 a 40% (p/p em relacdo aos substratos);
Poténcia 40, 70 e 100% e Concentracdo de Agua de 5% a 10% (p/p em relag&o aos
substratos), mantendo-se fixo o tempo de contato em 1 hora de reacdo. ApoOs
observadas as variaveis significativas e ndo significativas realizou-se um
delineamento composto central rotacional 2° (DCCR), totalizando 11 experimentos.
O tempo total de reacéo foi de 1hora e temperaturas de 60, 63, 70, 77 e 80°C. A
condicao otimizada correspondeu ao tempo de 1 hora de reacdo, razdo molar 1:3,
70°C, 40% de poténcia de 132W e 20% (p/p em relagdo aos substratos) de
concentracdo de enzima, atingindo conversdes de aproximadamente 68% em
Biodiesel. Apds, realizou-se um estudo cinético para confirmar qual a melhor

concentragdo de enzima a ser utilizada. Foi variado o tempo em 15 e 30 minutos e
Vil



em 1 a 6 horas e a concentracdo da enzima em 10%, 20%, 25%, 30% e 40% (p/p),
para analisar em qual concentracdo de enzima a producdo de ésteres etilicos
apresentaria melhores conversbes. E por fim, o estudo de reuso da enzima
Novozym 435 permitiu verificar que a mesma manteve sua atividade durante dois

ciclos, perdendo sua atividade a partir do terceiro ciclo.
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Abstract of Dissertation presented to Food Engineering Program as a partial

fulfillment of the requirements for the Master in Food Engineering.

OPTIMIZATION OF ENZYMATIC BIODIESEL PRODUCTION IN
SOLVENT-FREE SYSTEM UNDER ULTRASOUND IRRADIATION

Ariana Secco Popiolski

Advisors: José Vladimir de Oliveira

Débora de Oliveira

The aim of this work was to optimize the enzymatic production of biodiesel in solvent-
free system in an ultrasonic bath. A kinetic study was performed at each 15 min up to
8 h to determine the best reaction time. Then, a Plackett & Burman design with 12
assays with triplicate at the central point was employed to evaluate the influence of
five variables: temperature 40 to 80 ° C, oil to ethanol molar ratio of 1:3, 1:6,5 and
1:10, enzyme concentration - Novozym 435, from 50 to 40 wt% (by weight of
substrates), irradiation power amplitude 40, 70 and 100%, water concentration from 5
to 10 wt% (by weight of substrates), keeping constant the contact time of 1 hour of
reaction. After observing the significant variables, 2° central composite rotatable
design (CCRD), totalizing 11 experiments was carried out. The reaction time was
fixed to 1 hour at temperatures of 60, 63, 70, 77 and 80 ° C. The optimum condition
was found to be oil to ethanol molar ratio of 1:3, 70 ° C, 40% irradiation amplitude
(total power of 132 W) and 20wt% enzyme concentration, reaching conversions of
approximately 68% FAEE. A kinetic study was henceforth conducted at 15 and 30
min and 1-6 hours at enzyme concentration of 10, 20, 25, 30 and 40 wt%. Finally, the
study of enzyme reuse showed that it maintained its activity during two cycles, then
gradually losing the activity after the third cycle.



SUMARIO

AGRADECIMENTOS . ....ciiiiiiie ettt e e eea s Vv

RESUMO ...ttt ettt et e e e e e e e e s e e s ettt e e e e assase et s e e e e eaaaaeaeaeaeeenans VI
= S 3 1 ¥ 2 3 R IX

Capitulo 1 — INTRODUGAO........ccccviuiieiieieecete ettt 01
Capitulo 2 — OBJIETIVOS......coooiieceecieeeeee ettt 05
Capitulo 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA.......cccooiiiiirieieieiceee e 06
0t I = 4 T 0 = LSRR 06
3.2. ENZiMas iMODIlIZAO0@S ......ccuuuiiiiiiiiiiii e 09
R T I 1 o T L] =L TP PPPPPPP 10
3.3.1 - ASPECLOS GEIAIS. ... ..uuuuiiiiiiiiiieeeeteee e e e e e e s e ettt e e e e e e e e e e e e s e e e nbbeeeees 10
KR Il o 111 (o1 o] o J PP 15
3.3.3 - Lipases como cataliSAdOres...........ccooeiviiiiiieiiiiceiee e 15
3.3.4 - Esterificacdo catalisada por lPases.........coooiuuieiieeiiiiiiiiieee e 19
3.3.5 - ApliICACOES A€ lIPASES. ..ceeieeiiiiiiiiiee ettt 20
3.4, OlEOS VEGELAIS ...ttt ettt ettt ettt e et te e ee e 24
3.5. Reacdo de transesterifiCagao.........oooiiiiiiiiiiiiiiee e 25

3.6, BiOCOM DUV OIS . e 32



3.7. HisStOrico do DiodIi@SEl ... e 34

3.8 BIOTIESE.cciiiiiiiiieie e 37
3.9. Técnicas de producdo de biodiesel.......cccccuvriiiiiiiiiiiiiiieece 43
3.9, L — PIIOIISE .. ittt —————— 44
3.9.2 — MICro-eMUISIfICAGAD. ........cceeeeeiiiieeeeeee e s 44
3.10. Vantagens e desvantagens: Biodiesel x diesel..........cccceeeiiiiiiiiiiiiininnns 45
3.11. A importancia industrial doS €StEeres.........ccovvvvvvviiiiiiiiiie e, 47
3.12. Catalise enzimatica em UltraSSOM........cccoueiiiiiiiiiiiiiiiireeee e e e 48
3.13. Producao enziméatica de biodiesel em ultrassom..............ccceeevivrnnnnnnns 52
3.14. Consideracdes sobre 0 estado da arte..........ceevvvvveeiviiiiiiineieeee e, 53
Capitulo 4 — MATERIAIS E METODOS ..ot 55
O V= = = S 55
4.2. Procedimento exXperimental........cccccooeiiiieiiiiieeeee e 56
4.2.1 - Estudo Cinético Prévio (deStrutiVo).........c.uuueeeeieriiiiiiieieee e 56
4.2.2 - Planejamento de eXpPerimentoS.........couiiiiiiuimiiiiiiiiieiiiiieeeeeeeee e e e e e e e 57
4.2.2.1 - Planejamento Plackett & BUIrMan..........cccoooeeieeeiiiiiiiiciccecee e 57
4.2.2.2 - Delineamento composto central rotacional 22 .............ocoeeeeeeeeeeeeeeeeee, 57
4.2.3 - Estudo cinético em termos de concentracdo de enzima............cccceeeeeueeeee. 58
4.2.4 — Avaliagcao do reuso do biocatalisador Novozym 435..............cooovvvviiiiinnnns 58
4.2.5 - Determinacéo da atividade enzimatica de lipases...........cccccvvvvvvivveeeeennnnn. 59
4.2.6 - Quantificacdo dos ésteres etilicos de 4CidOS graxos..........cccvvveveieriieeeeennn. 60

Xl



Capitulo 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO........c.cccoveieieeeeieeeeeeeeeeeeeee 62

5.1. Estudo cinético prévio para determinacdo do tempo reacional............... 62
5.2. Planejamento de eXPerimMentOS. ... ... 74
5.2.1 - Planejamento Plackett & Burman ...............oovuviiiiiiiiiiiiie e 74
5.2.2 - Delineamento Composto Central Rotacional 22 ...........ccccoeveeeeeeeeveeeeennns 78
5.3 - Estudo cinético em termos da concentracdo de enzima.............cccveeeeenn. 83

5.4. Reutilizacdo da enzima Novozym 435 na producdo enzimatica de biodiesel

em sistema livre de solvente em banho de ultrassom........cccccceeeeeeiiiiiiieeeennnn, 85

5.5 - ConsSideragies fiN@iS.....ccccecii it 91
Capitulo 6- CONCLUSOES .......cociiceeeieeee e, 92
Capitulo 7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS..........cccooeveveernee. 95
Capitulo 8 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........c.coooeieeeeeeeeeeeeeeeea 96

XIl



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Reacao geral de hidrolise de um triacilglicerol.............ccccovvvviiiiiieennn. 11
Figura 2: Formag&o de uma molécula de triglicerideo...........ccccceeiiiiiiieieiiniiinnenn. 24
Figura 3: Representacéo da reacao de alcodlise de triglicerideos........................ 25

Figura 4: Representacdo das etapas da reacdo de transesterificacdo de O6leos

(VT[] k= 1 TP PP PP RPPPPPPN 26
Figura 5: Evolucéo energética dos biocombustiveis no Brasil.............c.cccvvvvvnnnnnn. 36
Figura 6: Banho de UltraSSOm..........ccciiiiiiiiiiieiieecee e 49
Figura 7: Ponteira URFaSSONICA. ......ccciiiiieeee et e e e 49

Figura 8: Aparato experimental utilizado para a producdo enzimatica de biodiesel

enzimAatico em DaNho e UTaSSOM. ... cv e e 56

Figura 9: Aparato experimental utilizado para a evaporacdo do alcool etilico néo

reagido e hexano apos lavagem da eNzima...........cceeuveieeeeeeeeeeeieesccieeeee e 60

Figura 10: Rendimento em ésteres etilicos obtidos na transesterificacdo enzimatica

em sistema livre de solvente em banho de UltraSSOM........couvveeiee i 63

Figura 11: Atividade de esterificacdo da Novozym 435 apds cada ponto cinético,

apresentado Na FIgUra 10.........cooiiiiiiiiiiicc e 68

Figura 12: Cinética da producdo enzimatica de MAG em sistema livre de solvente,
na temperatura de 30°C, razdo molar glicerol:0leo de 2:1, 10% (m/m) de enzima
(Novozym 435) e 40% (m/m) de AOT em relagdo a mistura

(=3 [0] g - | IR 72
Xl



Figura 13: Valores de atividade de esterificacdo residual (%) da enzima Novozym

435 em terc-butanol no ultrassom com frequéncia de 37 kHz e poténcia de 132

Figura 14: Cinética da conversdo em ascorbil palmitato e atividade enzimética de
esterificacdo residual em ultrassom. Reacdes realizadas com razdo molar de &cido

ascorbico e acido palmitico de 1:9, 10 mL de solvente, 5%m/m de enzima e

Figura 15: Grafico de Pareto para a producdo enzimatica de biodiesel utilizando a
lipase Novozym 435 em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em fungéo

das variaveis iINdEPENUENTES. ........uuuiiie e e e e e e e e e e e e e ee s 76

Figura 16: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a producéo
enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em

funcdo da temperatura e da concentragao de enzima..........cccceeeeeeeeeeeeeeeieeeennennnnns 82

Figura 17: Avaliacdo da cinética da reacdo em funcdo da concentracdo de enzima
em termos de conversdo em biodiesel, na condicdo experimental otimizada no

planejamento de eXPEeriMENTOS. ..........oovviiiiiiiiiiiiee e e e e 84

Figura 18: Atividade de Esterificacdo da Novozym 435 ap0s cada ciclo de uso para
producdo enzimética de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de

U S S O . e et 86

Figura 19: Conversao em ésteres etilicos (%) apos cada ciclo de uso para producéo
enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de

U S S O . ettt 87

Figura 20: Ciclos de reuso de lipase imobilizada na reacdo de producédo de
benzoato de 1-glicerila em 2-propanol. Reagdes realizadas com 5mM de substrato,
5mL de solvente, 5,5% (m/m) de enzima e 150rpm de agitacdo por 24 horas cada

(of (o] [0 TP 88
XV



Figura 21: Reuso da enzima Novozym 435, nas seguintes condi¢cbes: 27,1% de
enzima, 63°C de temperatura, 40% de poténcia de ultrassom (132W), raz&do molar

1:3 (6leo/etanol), em sistema com solvente organico (n-hexano).............cceeee...... 90

XV



LISTA DE EQUACOES

=018 7N X @ 2 TSR 59
EQUAGAD 2.ttt ea et eaens 61
=018 7N X @ I TSP 81

XVI



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Processos industriais que utilizam lipases.........cccccvvvvvvviiviiiviiiinieneeenn. 22

Tabela 2: Aplicacdbes de lipases de acordo com o tipo de reacdo
(0= 1 =1 | 57= T £ WU PTR 23

Tabela 3: Composicdo de acidos graxos em Oleos vegetais e

[0 0] {0 U] = 1S SRR 41

Tabela 4: Precos médios internacionais dos 6leos vegetais virgens e usados como

matéria-prima para a producéo de biodiesel em 2007..........cccceeeeiiieeiiieeeieeeiieiinn, 42

Tabela 5: Variaveis e niveis estudados no planejamento Plackett & Burman para
producdo enziméatica de biodiesel em sistema livre de solvente organico e em banho

(o [N 1|1 = T3oY0 ] 1 FETTT TR PR 57

Tabela 6: Variaveis e niveis estudados no planejamento no planejamento fatorial
completo 22, para otimizacdo da producéo enzimética de biodiesel em sistema livre

de solvente e em banho de URFaSSOM.......coueeeie e 58

Tabela 7: Valores de converséo de ascorbil palmitato em ultrassom (37 kHz e 132
W) com 5% m/m de enzima Novozym 435, razdo molar de 1:9 (&cido

ascorbico:acido palmitico) e temperatura de 70°C em 2 horas de

Tabela 8: Matriz do planejamento fatorial do tipo Plackett & Burman com 12 ensaios

(PB-12) com a resposta em termos do teor em ésteres etilicos

Tabela 9: Matriz do delineamento composto central rotacional 22 (DCCR) para
otimizacdo da producdo enzimatica de biodiesel em ultrassom em sistema livre de

SO I BN e 78



Tabela 10: Analise dos efeitos das variaveis sobre a conversdao em biodiesel,
referente aos resultados apresentados na Tabela 8............cccevvveiiiiii. 81

Tabela 11: Andlise de Variancia (ANOVA) das variaveis sobre a conversdo em

biodiesel, referente aos resultados apresentados na Tabela 8..................cc.oeeee. 83
Tabela 12: Avaliacdo da cinética da reacdo em funcédo da concentracdo de enzima

em termos de conversdo em biodiesel, na condicdo experimental otimizada no

planejamento de eXPeriMENTOS. .......ccouiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e s ee e 85

XVII



Capitulo 1 - Introdugdo

Capitulo 1 - INTRODUCAO

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo classificadas como
hidrolases e atuam sobre ligacbes ésteres presentes em acilglicerdis, liberando
acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases (Dalla-
Vecchia, 2004). Estas sdo geralmente biocatalisadores eficazes devido a elevada
atividade especifica pelo substrato, baixo impacto ao ambiente, grupo funcional e
estereoseletividade. As reacfes quimicas podem ser conduzidas diretamente
usando lipases em meio organico (Oliveira et al., 2006).

Sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem ser
produzidas por fermentacdo usando varias espécies de micro-organismos, tais como
os fungos dos géneros Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium e Geotrichum; as
leveduras Tulopis e Candida; e bactérias como Pseudomonas, Achromobacter e
Staphylococcus. Do ponto de vista econdmico e industrial, 0s micro-organismos sao
preferiveis em relacédo as lipases de fontes animais e plantas, devido ao alto custo
do seu isolamento. As lipases podem catalisar uma ampla variedade de reacdes,
incluindo hidrdlise, interesterificacdo, alcodlise, acidolise, esterificacdo e amindlise
(Dalla-Vecchia, 2004).

A maioria das lipases apresentam uma faixa Otima de atividade e
estabilidade entre pH 6,0 e 8,0 e ndo requerem cofator (Ghanem e Aboul-enein,
2005). A temperatura 6tima para atividade maxima varia entre 30 e 40°C, embora
sua termoestabilidade varie consideravelmente em funcdo de sua origem (Macrae e
Hammond, 1985). Estas propriedades, entretanto, podem variar significativamente,
dependendo da origem, ou mesmo entre isoformas produzidas por um mesmo
micro-organismo. Estas variacdes também dependem do método e do substrato
utilizados e das condicbes do ensaio, como pH e temperatura, tornando a
comparacao dificil (Freitas, 2006).

Recentemente, as pesquisas tém sido voltadas para utilizagéo das lipases na
transesterificacdo de moléculas de acidos graxos de elevado peso molecular. A
lipase catalisa a reacdo do alcool com Oleos vegetais e gordura animal (Lee et al.,
2002). Os catalisadores enzimaticos como as lipases, podem catalisar eficazmente o

processo de transesterificacdo dos triglicerideos nos sistemas aquosos ou hao
1



Capitulo 1 - Introdugdo

aquosos, superando os problemas relacionados ao contetudo de agua presente. Em
particular, o subproduto, glicerol, pode facilmente ser removido sem nenhum
processo complexo, e também os acidos graxos livres contidos nos 6leos e nas
gorduras podem completamente ser convertidos a ésteres (Meher et al., 2006).

O biodiesel (éster monoalquilico de acido graxo) produzido a partir de Oleos
vegetais, gorduras animais e Oleos de microalgas por transesterificagdo ou
esterificacdo com alcoois de cadeia curta tem sido visto como promissora fonte
renovavel de combustiveis devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade,
renovabilidade e menor depéndencia de produtos petroliferos. O biodiesel é um
éster de acido graxo, renovavel e biodegradavel, obtido comumente a partir da
reacao quimica de 6leos ou gorduras, de origem animal ou vegetal, com um alcool
na presenca de um catalisador (reacéo de transesterificacdo) (Encinar, 1999).

A transesterificacdo, também conhecida como alcodlise, provoca a diminuicdo
da viscosidade do dleo vegetal e, assim, melhora o desempenho do mesmo em
motores movidos a diesel. Atualmente, o biodiesel é obtido através de reacfes de
transesterificacdo, onde um triglicerideo reage com um alcool de cadeia curta na
presenca de um catalisador (enzimatico, acido forte ou base), produzindo uma
mistura de ésteres e glicerol. Com relacdo aos catalisadores, a transesterificacéo
pode ser realizada tanto em meio &cido quanto em meio basico, porém, ela ocorre
de maneira mais rapida na presenca de um catalisador alcalino do que na presenca
da mesma quantidade de catalisador acido, observando-se maior rendimento e
seletividade. Também pode ser realizada em meio enzimatico, e sem a presenca de
catalisadores, em reacfes a altas pressbes e temperaturas (Schuchardta et al.,
1998).

A catalise enzimatica emprega enzimas como biocatalisadores efetivos por
ter alta especificidade ao substrato, grupo funcional especifico e estéreo
especificidade em meio aquoso (Mamuro et al., 2001). A maior parte das pesquisas
sobre a transesterificacdo de 6leos vegetais, para a obtencéo de biodiesel, utiliza a
enzima comercial pura, em diversos meios reacionais (solventes, presenca de
aditivos, solucdes polares-ions, fluidos supercriticos) ou fazendo uso da imobilizacéo
enzimatica em suportes (Celite e polimeros, principalmente) (Du et al., 2004). A

transesterificagdo enziméatica propicia temperaturas amenas de operacao, facilidade
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de separacdo do glicerol gerado como subproduto e a purificacdo dos ésteres
produzidos é facilmente realizada (Fukuda et al., 2001).

Tem sido relatado que o ultrassom exerce um efeito significativo sobre a
transesterificacdo enzimatica. A irradiacdo por ultrassom vem sendo estudada para
producdo de biodiesel utilizando enzimas, como a Novozym 435 (Sinisterra, 1992;
Yu et al., 2010; Lin et al., 1995), bem como, o uso de catalisadores acidos ou
bésicos (Deshmane et al., 2009; Mahamuni et al., 2009). Esta irradiagdo pode ser
um método alternativo para reduzir as limitagcbes da transferéncia de massa
substrato-enzima, assim como pode proporcionar mudangas conformacionais na
estrutura de proteinas (Liu et al., 2008).

O processo de producdo de biodiesel utilizando ultrassom vem como
alternativa ao processo convencional de producdo, uma vez que as cavitacbes
(formacdo, aumento e implosdo de bolhas no meio reacional) geradas pelo
ultrassom aumentam a miscibilidade entre os reagentes, fornecem energia
necessaria para a reacao, reduzem o tempo de reacdo, reduzem a quantidade de
reagentes e aumentam o rendimento e a seletividade da reagdo (Yu et al., 2010).

No entanto, até o presente momento ndo se conhece o verdadeiro potencial
do ultrassom. A consecucdo de reacdes enzimaticas pode ser considerada uma
tecnologia relativamente nova, ndo havendo muitos estudos acerca do
comportamento das enzimas neste sistema. N&o se conhece os exatos efeitos
moleculares do ultrassom em enzimas e células vivas. Nas aplicacdes em enzimas,
0 ultrassom tem mostrado um aumento na estabilidade e atividade catalitica da
enzima (Rokhina et al., 2009).

As ondas de ultrassom podem interferir nas caracteristicas da enzima,
alterando sua estrutura em resposta a perturbacdo dindmica provocada pelo
ultrassom. Tém sido relatados resultados contraditérios de inativacéo e ativacdo da
enzima apés serem submetidas ao ultrassom. Diferente da tradicional inativagdo das
enzimas em temperaturas elevadas, o processo de sonicacdo ndo destréi o sitio
ativo das enzimas. Esta constatagdo tem sido claramente demonstrada com a-
amilase, peroxidase de raiz forte, lacase e fosfatase alcalina (Ozbek e O Ulgen,
2000; Basto et al., 2007).



Capitulo 1 - Introdugdo

Além disso, forgcas de cisalhamento que ocorrem no fluido durante a
irradiacdo do ultrassom também podem ter um papel significativo na inativacdo da
enzima (Ozbek e O Ulgen, 2000).

Diversos trabalhos relatam a realizacdo de sintese enzimatica em ultrassom
em sistemas reacionais livres de solvente e sistemas com solventes (Liu et al., 2008;
Babicz et al., 2010; Ceni et al., 2010), mostrando que o sistema reacional tem

grande influéncia na sintese enzimatica.
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Capitulo 2 - OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivo geral otimizar o processo de producdo
enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom.
Para atingir este objetivo o trabalho foi dividido em cinco etapas, descritas a

sequir:

a) Estudo cinético prévio (destrutivo) para definicAo do tempo de reacdo a ser
utilizado nas etapas posteriores;

b) Planejamento proposto por Plackett & Burman, visando a verificacdo das

variaveis de processo na conversdo em biodiesel,

C) Delineamento Composto Central Rotacional 2?2 (DCCR), para otimizacdo do
processo de producdo enzimética de biodiesel em sistema livre de solvente em

banho de ultrassom;

d) Estudo cinético para avaliacdo do efeito da concentracdo de enzima na
conversdo do processo, utlizando a condicdo experimental otimizada na etapa

anterior;

e) Estudo da reutilizacdo da lipase imobilizada comercial Novozym 435 em
sucessivos ciclos na condicdo experimental otimizada anteriormente,

correspondente a maior conversdo em biodiesel.
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Capitulo 3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente capitulo tem por objetivo apresentar, de forma sucinta, a
fundamentacdo tedrica necessaria ao desenvolvimento deste trabalho, incluindo
topicos sobre enzimas, mais especificamente lipases; métodos de producdo de
biodiesel; produgdo enzimatica de biodiesel em sistemas organicos e livres de
solvente; aplicacdo da tecnologia de ultrassom e, para finalizar, énfase sera dada a
catélise enzimatica para producéo de biodiesel em ultrassom. A leitura do estado da
arte mostrou a existéncia de poucos trabalhos na literatura versando sobre o

emprego de lipases em ultrassom para a producgao de biodiesel.

3.1. Enzimas

Enzimas sdo, na sua grande maioria, proteinas que catalisam com grande
eficiéncia reacBes bioldgicas, acelerando reacdes metabdlicas importantes para a
vida sob condicbes fisiologicas de pH, temperatura, meio ibnico, etc.

Toda enzima possui um centro ativo, local onde se processam as reacfes
com determinados substratos. Este centro ativo é geralmente constituido de alguns
residuos de aminoacidos da cadeia de proteina e um grupo nédo-protéico, sendo
responsavel pela atividade biolégica da enzima. Algumas enzimas dependem
somente da sua estrutura protéica (apoenzima) para exercer sua atividade,
enguanto outras necessitam também de um ou mais componentes nao-protéicos
chamados de cofatores, que podem ser ions metalicos ou moléculas organicas
denominadas de coenzimas. Muitas enzimas dependem de ambos. Outras enzimas
possuem um grupo prostético que é similar ao cofator, mas esta firmemente ligado a
apoenzima. O complexo cataliticamente ativo enzima-cofator € denominado de
haloenzima (Lehninger, 1986).

Em virtude de sua alta seletividade (em alguns casos, especificidade) e poder
catalitico, a sua aplicacdo na producdo de compostos assimétricos, vem sendo
extensivamente relatada nos ultimos anos. Os trabalhos de purificacdo de enzimas
comecaram a partir de 1920 (Lehninger, 1986). Em 1976 ja era prevista a

substituicdo dos métodos quimicos por processos enzimaticos ou biocataliticos, ou
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mesmo que a simbiose entre a catalise enzimatica e rea¢des quimicas assimétricas
poderia ser vantajosa em muitos casos (Machado, 1999).

Assim, as enzimas vém sendo muito empregadas em quimica analitica,
agricultura, medicina, tecnologia de alimentos, estudos ambientais e sintese
organica, com evidentes vantagens tecnologicas, econ6micas e ambientais.
Exemplo tipico é a biocatalise ambiental, pois necessita de condi¢des mais brandas
de reacao (pH, temperatura e pressao), resultando num menor consumo de energia
e menor impacto ambiental (Filho e Vieira, 2002).

Algumas vantagens podem ser obtidas quando se utiliza enzimas como
catalisadores. Devido a possibilidade de utilizd-las em condicdes moderadas de
temperatura e pH, ocorre uma menor degradacédo de produtos alvos e, em funcéo da
sua especificidade, a formacdo de subprodutos € reduzida. Elas também sao
soluveis em meio aquoso gerando uma “tecnologia limpa”, diminuindo assim, em
muitos casos, a necessidade do seu isolamento e purificacdo (Gongalves, 2002).

As enzimas sdo catalisadores quirais, também capazes de produzir moléculas
opticamente ativas, assim podem mediar transformacdes dificeis de serem
estudadas através da quimica orgéanica tradicional. Pode-se dizer que nos ultimos
anos, um dos avanc¢os mais significativos na quimica organica tem sido a utilizacéo
de biocatalisadores, micro-organismos modificados ou ndo geneticamente e enzimas
isoladas em sintese assimétrica. As oportunidades, quase sempre Unicas, advindas
das propriedades cataliticas quirais das enzimas e/ou micro-organismos, sao hoje
amplamente reconhecidas. A extraordindria regiosseletividade, quimiosseletividade e
enantiosseletividade que caracterizam as enzimas, qualificam estes catalisadores
como ferramentas imprescindiveis em estudos de sintese assimétrica (Goncalves,
2002.)

Os biocatalisadores podem ser constituidos por células inteiras de animais,
plantas ou micro-organismos e enzimas isoladas. As enzimas, idealmente, devem
ser imobilizadas, a fim de se aumentar sua estabilidade frente as condi¢cdes
adversas do meio reacional e recuperar o biocatalisador, permitindo a sua
reutilizacdo (Gongalves, 2002).

O Brasil tem uma grande variedade de vegetais que podem ser fontes
inesgotaveis de enzimas para serem aplicadas nas mais diversas areas do

conhecimento. Porém, apesar da sua biodiversidade e enorme disponibilidade de
7
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biomateriais, o qual Ihe confere uma vocacdo para o desenvolvimento da
biotecnologia, ocupa uma faixa inferior a 2% do mercado mundial de enzimas (Bon e
Pereira, 1999)

A utilizacdo de enzimas pelo homem pode ser atribuida a antigas civilizacdes.
Importantes atividades humanas em comunidades primitivas como a producdo de
certos tipos de alimentos e bebidas, e o curtimento de peles para produzir couro
para o vestuario, envolviam a aplicacdo de atividades enzimaticas, mesmo que
inconscientemente. Contudo, apenas a partir do século XIX, a natureza das enzimas
e a maneira como atuam comecou a ser esclarecida. Durante o século XX, o
reconhecimento das enzimas como proteinas juntamente com o design de técnicas
para a sua purificacdo e analise, abriram caminho para o desenvolvimento de
processos voltados a sua producéo e utilizacéo industrial (Lotti e Alberghina, 2007).

Até a década de 1960, as vendas totais de enzimas eram de apenas uns
poucos milhdes de dolares anuais, mas o mercado entdo cresceu de forma
espetacular. Devido ao melhor entendimento da bioquimica de producdo, dos
processos fermentativos, e dos métodos de recuperagdo, tornou-se possivel a
producdo de um crescente numero de enzimas de forma acessivel e sua introdugéo
em produtos e processos industriais reais. Ainda, devido as diferentes
transformacdes que as enzimas podem catalisar, 0 nimero de enzimas utilizadas
comercialmente continua a se multiplicar (Sharma et al., 2001; Kirk et al., 2002).

Cerca de 4000 enzimas sdo conhecidas, e destas, cerca de 200 sao utilizadas
comercialmente (Sharma et al., 2001). Os beneficios oferecidos pelas enzimas séo a
especificidade (controle dos produtos produzidos e minimizacao de reacdes laterais
indesejadas), as condi¢cdes amenas (a planta industrial pode ser operada com menor
capital e custos energéticos) e a menor producdo de residuos (menor custo no
tratamento de residuos e contribuicdo desprezivel da enzima para a DBO) (Hasan et
al., 2006).

No minimo 75% de todas as enzimas industriais (incluindo as lipases) sao
hidroliticas, sendo usadas para a degradacdo de varias substancias naturais. As
proteases dominam o mercado, contando com aproximadamente 40% de todas as
vendas de enzimas, devido a sua utilizacdo ampla na industria de detergentes e
panificacdo. Varias carbohidrases (amilases e celulases), utilizadas em industrias

como as de amido, téxtil, de detergentes e panificagdo, representam o segundo
8
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maior grupo (Sharma et al., 2001; Kirk et al., 2002). No entanto, mesmo com uma
vasta variedade de lipases microbianas, o uso dessas enzimas em escala industrial
ainda é escasso, principalmente pelos elevados custos de producdo (Paques e
Macedo, 2006).

A maioria das enzimas industriais € de origem microbiana (Sharma et al.,
2001). Estas sdo normalmente mais Uteis que as enzimas derivadas de plantas e
animais, devido a grande variedade de atividades cataliticas disponiveis, aos altos
rendimentos possiveis, a facilidade de manipulacdo genética, ao fornecimento
regular devido a auséncia de flutuagbes sazonais e ao rapido crescimento dos
micro-organismos em meios de baixo custo. As enzimas microbianas sdo também
mais estaveis e sua producdo € mais conveniente e segura. Contudo, apenas cerca
de 2% dos micro-organismos existentes foram testados como produtores de

enzimas (Hasan et al., 2006).

3.2. Enzimas imobilizadas

As enzimas estdo sujeitas a inativacdo por fatores quimicos, fisicos ou
biolégicos, que podem ocorrer quando estocadas ou durante o uso. Para que a
catalise seja eficiente em um determinado processo, ha necessidade de proteger as
enzimas da interacdo com o solvente, meio no qual é realizada a reacdo e que
poderia provocar a inativacdo, impossibilitando a catalise da reacédo. Frente a este
problema, a técnica da imobilizacdo é utilizada para fornecer estabilidade as
enzimas e facilitar sua recuperacéo e reutilizacao (Villeneuve et al., 2000; Dalla-
Vecchia et al., 2004).

O principal interesse em imobilizar uma enzima € obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o processo, em
comparacao a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma
atividade catalitica superior. Além disso, ndo dever&o ocorrer alteracdes estruturais,
bem como modificagBes no sitio ativo. A imobilizacdo pode inibir ou aumentar a
atividade e estabilidade da enzima, porém ndo existe uma regra que prediga a
manutencdo destes parametros apos o processo de imobilizagdo (Dalla-Vecchia et
al., 2004).
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A imobilizagdo pode ocorrer através da adsor¢cdo ou ligagdo em um material
insolavel, pelo uso de um reagente multifuncional através de liga¢cdes cruzadas,
confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulacao através
de uma membrana polimérica. A selecédo da técnica e suporte empregados depende
da aplicacdo que o biocatalisador se destina. Apesar de ser objeto de estudo de
pesquisas cientificas ha bastante tempo, a imobilizacdo de lipases ainda demanda
investigacdes adicionais sobre os efeitos exercidos pelas diferentes técnicas de
imobilizacdo sobre a estrutura destas enzimas, e sobre o emprego de novos
materiais como suportes (Dalla-Vecchia et al., 2004).

Os suportes utilizados para a imobilizacdo das enzimas constituidos de
material hidrofilico permitem a manutencdo de um microambiente de alta atividade
de agua em torno das moléculas de enzima (lllanes, 1994). A imobilizacdo
geralmente aumenta a estabilidade térmica e quimica da lipase, permitindo melhor
controle do processo e da qualidade do produto (Malcata et al., 1990). Desta forma,
o principal interesse em imobilizar enzimas esta relacionado com a obtencdo de um
catalisador com atividade e estabilidade que néo seja afetado durante o processo,

como pode ocorrer com a enzima livre (Dalla-Vecchia et al., 2004).

3.3. Lipases

3.3.1 - Aspectos Gerais

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas
hidroliticas que in vivo catalisam a hidrélise de triacilglicerois de cadeia longa (acima
de 10 atomos de carbono), sendo a trioleina o seu substrato padrdo, aos acidos
graxos correspondentes e glicerol (Figura 1), constituindo uma classe especial de
carboxil éster hidrolases (Diaz et al., 2006; Jaeger e Eggert, 2002).

In vitro, as lipases também atuam como catalisadores em diversas reacgoes,
com alta especificidade, estabilidade e condi¢cdes reacionais brandas, incluindo as
reacoes de esterificacdo, transesterificacdo, lactonizacdo, acilagéo regioseletiva e
amindlise, quando a quantidade de agua do sistema em que estdo presentes é
suficientemente baixa a ponto de deslocar o equilibrio termodinamico no sentido da
sintese (Foresti e Ferreira 2006; Rassy et al., 2004; Gotor et al., 2002, Krishna e

Karanth, 2001).
10
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Figura 1. Reacéao geral de hidrélise de um triacilglicerol.

Em 1958, Sarda e Desnuelle propuseram definir lipases a partir de suas
caracteristicas cinéticas, utilizando como critério a propriedade de ativagdo na
presenca de substratos insolUveis em agua e emulsionados, ou seja, ha presenca de
uma interface lipideo/agua. Segundo estes autores, as lipases seriam ativadas na
presenca de ésteres emulsionados. Este fenbmeno, chamado de ativacéo interfacial,
foi explicado quando foram determinadas as estruturas tridimensionais de algumas
lipases, como a de Rhizomucor miehei (Brady et al., 1990), Geotrichum candidum
(Schrag et al., 1991) e a lipase pancreatica humana (Winkler et al., 1979), quando
verificou-se, em algumas lipases, a existéncia de uma tampa hidrofébica (lid)
cobrindo o sitio ativo da enzima. De acordo com Aloulou et al. (2006), a tampa
hidrofoébica, que se move apenas quando encontra uma outra molécula hidrofébica
na interface, como um lipideo, sofre uma mudanc¢a conformacional, expondo o seu
sitio ativo e permitindo a catalise da reacdo. Do ponto de vista estrutural, existem
evidéncias que sugerem que a lid pode propiciar a atividade catalitica e determina
seletividade de algumas lipases. As lipases de Candida antarctica (Uppenberg et al.,
1994), Geotrichum candidum (Schrag et al.,, 1991), Thermomyces (Humicola)
lanuginosa e R. miehei (Cajal et al., 2000 a,b; Ollis et al., 1992; Brady et al., 1990)
sdao exemplos de lipases que apresentam a tampa em suas estruturas e sofrem
ativacao interfacial. Entretanto, em outros casos, a existéncia da lid ndo implica
necessariamente em ativagéo interfacial. Este é o caso das lipases de P.
aeruginosa, Burkholderia glumae e C. antarctica B (Jaeger e Reetz, 1998 a; Jaeger
et al., 1994), que possuem a lid mas n&o sofrem ativagéo interfacial. Por outro lado,
as cutinases, que sdo as menores lipases de estrutura conhecida (19kDa), nao

apresentam a tampa catalitica e ndo precisam da interface para exercer sua

11
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atividade hidrolitica (Cygler e Schrag, 1997; Yao e Koller, 1994). Portanto, nem o
critério de ativacéo interfacial, nem o da existéncia da tampa séo suficientes para a
caracterizacdo de uma lipase.

As lipases tém sido definidas, nos trabalhos mais recentes, como
carboxilesterases, que hidrolisam acilgliceréis com acidos graxos de cadeia longa,
ou seja, com cadeia acila com mais de dez &tomos de carbono, enquanto que as
enzimas que hidrolisam acilglicer6is compostos de acidos graxos de cadeia curta
(menos de dez atomos de carbono) sdo reconhecidas como as esterases-carboxil
éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3 (Castro-Ochoa et al., 2005; Bornscheuer, 2002; Nini et
al., 2001; Sharma et al., 2001; Jaeger et al., 1999).

As lipases fazem parte de um grupo de enzimas hidroliticas, com cerca de
300 residuos de aminoéacidos, que catalisam a quebra de ligacbes ésteres de acil
gliceréis. Elas ndo requerem cofatores, sdo de baixo custo, regioespecificas, atuam
em uma larga faixa de pH e, além de efetuar reacfes de hidrdlise, podem também
exercer atividade catalitica.

As lipases sdo dotadas de uma especificidade pelo substrato que supera
todas as outras enzimas conhecidas. Isso Ihes confere uma aplicagéo de fronteiras.
Elas podem ser empregadas na producdo de farmacos, cosméticos, detergentes,
alimentos, perfumaria, diagnésticos médicos, sintese de compostos opticamente
ativos, resolucdo de racematos, producao de aromas e fragrancias, modificacdes de
gorduras e tratameto de couros (Bom e Pereira, 1999; Faber, 1997).

Considerando-se as transformacdes de 6leos e gorduras em derivados ou
matérias-primas industriais, o potencial de aplicacdes de enzimas nesse segmento
ainda nao esta suficientemente difundido (Bon e Pereira, 1999). Segundo alguns
trabalhos que fazem parte da literatura, as lipases tém sido empregadas em
processos de extracdo de Oleos, melhoramento das propriedades fisicas e
nutricionais de gorduras por interesterificacdo (Macrae, 1983; Facioli et al., 1998),
hidrolise e degomagem de 6leos vegetais na industria (Bon e Pereira, 1999).

As lipases pertencem a um grupo especial de esterases, sao classificadas
como hidrolases e atuam sobre ligacOes éster presentes em acilgliceraois, liberando
di- ou monoacilglicerdis, acidos graxos e glicerol. Atuam sobre substratos pouco

soliveis em &gua, em interfaces de lipideo/agua, hidrolisando, por exemplo,
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acilglicerdis de cadeia longa (acima de 8 atomos de carbono) (Ereicsson et al., 2008;
Coté e Shareck, 2008).

A diferenciacdo entre uma lipase e uma esterase (EC. 3.1.1.1) esta no fato de
que a primeira catalisa reacfes de substratos insolUveis em agua, enquanto que
uma esterase age em substratos sollveis.

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e podem
ser produzidas por fermentacdo usando varias espécies de micro-organismos, tais
com os fungos Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Geotrichum, por leveduras
do género Tulopis e Candida e bactérias como Pseudomonas, Achromobacter e
Staphylococcus. Do ponto de vista econdmico e industrial, 0s micro-organismos sao
preferiveis ao invés das lipases de fontes animais e plantas, devido ao alto custo do
seu isolamento.

As lipases podem catalisar uma ampla variedade de reacdes, incluindo
hidrélise, interesterificacdo, alcodlise, acidolise, esterificacdo e amindlise. (Dalla-
Vecchia, 2004).

)] Hidrolise

R;COOR; + H,O = R;COOH + R,OH
i) Sintese:
a) Esterificacao

R;COOH + R,0OH [J R{COOR; + H,0

b) Interesterificacéo
R;{COOR;, + R3COOR,4 [1 R3COO0OR;5 + R{COOR4

C) Alcodlise
R,COOR; + RgoH 0 Ri{COOR3; + R,OH

d) Acidélise
R;COOR;, + R3COOH [J R3COOR, + R;COOH

13
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e) Amindlise
RiCOOR;, + R3NH, — R;CONHR3 + 20H

A habilidade das lipases para realizar biotransformacdes altamente especificas
vem tornando-as crescentemente populares em induUstrias de alimentos,
detergentes, cosméticos, sintese organica e farmacéutica (Castro e Anderson, 1995;
Sharma et al.,, 2001; Hasan et al., 2006; Vakhlu e Kour, 2006; Shu et al., 2010;
Treichel et al., 2010).

A maior vantagem do uso de lipases em relacdo a reacdes quimicas
convencionais reside no fato dessas enzimas apresentarem sempre algum tipo de

seletividade, podendo ser divididas da seguinte forma:

I) Regiosseletivas:

¢ lipases nao-especificas - catalisam a hidrolise de triglicerideos em acidos graxos,
gue divide-se em: primarios ou secundarios, liberando acidos graxos na posicéo
1(3) ou 2 e glicerol em qualquer posicdo da estrutura do grupo acil. Como
exemplo, as lipases produzidas por: Candida rugosa, Staphylococcus aureus,
Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp.;

e lipases 1,3-especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos primarios,
isto é, na posicdo 1,3 do triacilglicerol; 2-monoglicerideos e 1-2 ou 2-4
diglicerideos, ambos quimicamente instaveis, ocorrendo migracao do grupo acil
produzindo 1,3-diglicerideos, ou 1- ou 3- monocerideos. Como exemplo, as
lipases produzidas por: Aspergillus niger, Mucor javanicus, Humicola lanuginosa,
Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae, Candida lipolytica, Rhizopus niveus e

Penicillium roquefortii.

ii) Tipo-seletivas com relacdo ao tamanho da cadeia carbdnica e/ou ao nimero de
insaturacdo do grupo acila. O caso mais classico é o da lipase de Geotrichum
candidum que hidrolisa preferencialmente ligacdes éster envolvendo acidos graxos

de cadeia longa, insaturados na posicao 9 (Bertolini, 1995).

iii) Enantiosseletivas: algumas lipases apresentam a propriedade de reagir em

diferentes velocidades com dois enantibmeros gerando, depois de determinado
14
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tempo de reacdo, um excesso enantiomeérico que possibilita a resolugdo de
racematos e a obtencdo de compostos opticamente puros. Alguns autores atribuem
esta propriedade das lipases ao fato de serem as enzimas constituidas apenas por
L-aminoacidos o que as tornaria catalisadores quirais (Margolin, 1996; Kamiya et al.
1995; Enzelberge et al., 1997). Exemplos sdo as lipases produzidas por Candida

rugosa.

3.3.2 - Histérico

Relatos prévios da producdo de enzimas capazes de degradar substratos
lipidicos por células bacterianas e eucaridticas — as enzimas lipoliticas, que incluem
lipases, esterases e fosfolipases — datam de cerca de um século atras (Lotti e
Alberghina, 2007).

A presenca de lipases tem sido observada desde 1901 para Bacillus prodigiosu
(Serratia marcescens), B. pyocyaneus (Pseudomonas aeruginosa) e B. fluorescens
(Pseudomonas fluorescens), os quais representam as bactérias produtoras de
lipases melhor estudadas atualmente.

A hidrdlise de triglicerideos por enzimas vém sendo estudada h& cerca de 300
anos e a habilidade das lipases em catalisar a hidrélise e também a sintese de

ésteres ja foi reconhecida ha cerca de 70 anos.

3.3.3 - Lipases como catalisadores

A biotransformacao pode ser aplicada as modificacdes especificas ou inter-
conversdes da estrutura quimica realizadas por catalisadores bioquimicos. O
interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando gradativamente,
principalmente em areas de engenharia de proteinas e enzimologia em meios nao
convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicacdo das
enzimas como catalisadores em processos industriais (Castro et al., 2004).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas como
catalisadores para biotransformacdes. S&o catalisadores versateis, existindo um
processo enzimatico equivalente para cada tipo de reacdo organica (Dalla-Vecchia
et al., 2004). Aproximadamente 4000 enzimas sdo conhecidas, e destas cerca de
200 sao usadas comercialmente, sendo que a maioria das enzimas é de origem

microbiana (Sharma et al., 2001).
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Duas classes de enzimas sdo as mais utilizadas em sintese orgéanica: as
desidrogenases - enzimas que atuam em reacdes de Oxido-reducdo e as hidrolases
- enzimas que atuam em reacdes de hidrolise/esterificacdo (Jones, 1986).

As desidrogenases sdo enzimas nicotinamidicas, isto €, dependem da
presenca do cofator, e atuam em reacdes de oxireducdo envolvendo grupos CH-OH,
C=0 e CHO. Algumas desidrogenases NAD ou NADP dependentes tém um elevado
potencial de aplicacdo em sintese organica devido ao seu amplo espectro de acéo
(Goncgalves et al., 2000; Gongalves et al., 2003). Em alguns casos, micro-
organismos integros podem ser usados (Ribeiro et al., 2003).

As hidrolases, incluindo as lipases, consistem em uma das classes de
enzimas mais utilizadas por ndo necessitarem de coenzimas, o que reduz o custo do
processo (Schneider et al., 1984). Alguns protocolos utilizam leveduras e outras
preparacdes enzimaticas brutas, o que também contribui para viabilizar
economicamente o uso deste grupo de enzimas.

Lipases (triacilglicerol éster hidrolases E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas que
catalisam a hidrélise de gorduras e Oleos liberando acidos graxos, diacilglicerais,
monoacilglicerdis e glicerol. Estas enzimas sdo encontradas em tecidos animais,
vegetais e em micro-organismos, tendo papel fundamental no metabolismo de
lipidios destes seres vivos: como enzimas digestivas, na deposicdo e mobilizacdo
dos tecidos de reservas energéticas e no metabolismo intracelular, atuando sobre as
membranas celulares (Villeneuve et al., 2000).

A maioria das lipases apresenta atividade étima na faixa de temperatura de
30 a 40°C, embora sua termoestabilidade varie consideravelmente em funcdo de sua
origem (Macrae e Hammond, 1985). Apresentam massa molecular entre 20 e 60kDa
(Carvalho et al., 2003). Usualmente sdo ativas em uma ampla faixa de pH,
apresentando alta atividade na faixa de pH 5 a 9, com um maximo situado entre 6 e
8 e nédo requerem cofator (Ghanem e Aboul-Enein, 2005).

As lipases sdo enzimas que sao primeiramente responsaveis pela hidrélise de
acilglicerideos. Contudo, um namero de diferentes ésteres de altas e baixas massas
molares, tiol ésteres, amidas, etc., sdo utilizados como substratos por este Unico
grupo de enzimas. O extenso campo para emprego, em uma variedade de reacoes,
dotado de ampla especificidade do substrato, € também aumentado pelo fato destas

lipases serem capazes de catalisar a reacao reversa de sintese, de forma adequada
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e eficientemente. De fato, algumas lipases sdo mais desejaveis para aplicacdes de
sintese do que hidrélise (Kazlauskas e Bornscheuer, 1998; Gandhi, 1997; Yahya et
al., 1998).

As lipases sao originarias de um grande numero de bactérias, fungos, plantas
e animais, tendo suas propriedades variaveis de acordo com sua procedéncia
(Saxena et al., 2003). As lipases provenientes de micro-organismos constituem um
grupo de valiosas enzimas de aplicacdo biotecnoldgica, devido principalmente a
versatilidade de suas propriedades, no que se refere a atuacdo enzimatica,
especificidade pelo substrato e facilidade de producdo em grandes quantidades
(Hasan et al., 2006; Villeneuve et al., 2000, Palekar et al., 2000).

Entre as lipases de vegetais, animais e microbianas, estas Ultimas sdo as
mais utilizadas, e na sua grande maioria, ndo sao nocivas a saude humana, sendo
reconhecidas como Generally Regarded As Save (GRAS) (Gutarra et al., 2005). Do
ponto de vista industrial, os fungos sdo especialmente valorizados porque as
enzimas por eles produzidas normalmente sdo extracelulares, o que facilita sua
recuperacdo do meio de fermentacao (Vulfson, 1994).

As lipases também podem apresentar como caracteristicas a especificidade
ou seletividade em relacdo a um substrato (quimio), a posicao (regio) e a isbmeros
(estéreo). A quimioespecificidade estd relacionada com as diferentes taxas de
atividade enzimatica apresentada por uma mesma lipase em relacdo a substratos
variados. As lipases podem apresentar especificidade por tri, di e monoacilglicerdis e
outros ésteres de acido graxo formados pela mesma molécula de acido carboxilico,
também podem diferenciar moléculas de &cido graxo de diferentes tamanhos de
cadeia, de diferentes niveis e posi¢cao de insaturacdo entre outros (Pinheiro, 1992).
A regioespecificidade se refere as diferentes atividades enzimaticas apresentadas
pela mesma lipase sobre as distintas posi¢cdes do acido graxo no triacilglicerol
(Villeneuve, 2003). Por outro lado, a estereoespecificidade esta relacionada com as
diferentes taxas de atividade enzimatica apresentadas por uma mesma lipase sobre
distintos isdbmeros de uma molécula (Pinheiro, 1992).

Em funcéo dessas caracteristicas, as lipases sdo de importancia particular em
biotecnologia com diversas aplicacdes em industrias de alimentos, téxtil, detergentes
biolégicos, aplicagcbes médicas, farmacéuticas, agroquimica, oleoquimica e na

producdo enzimética de substancias quimicas lipofilicas. Lipases termoestaveis
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apresentam um importante papel em processos industriais cujas temperaturas
empregadas excedam 50°C (Sinchaikul et al., 2001; Sharma et al., 2002; De Paula
et al., 2005; Hasan et al., 2006).

Para aplicacdo industrial, a especificidade da lipase € um fator crucial. A
enzima pode ser especifica com relagdo & molécula acida ou alcodlica do substrato.
As lipases sao divididas em 3 grupos baseados em sua especificidade:

e Lipases nao especificas (ex. produzidas por Candida rugosa,
Staphylococcus aureus, Cromobacterium viscosum e Pseudomonas sp.) que
catalisam a hidrélise das moléculas de acilglicerol de forma aleat6ria, produzindo
acidos graxos livres, glicerol, monoacilglicerois e diacilgliceréis como intermediarios.
Neste caso, os produtos sdo similares aqueles produzidos por catalise quimica,
porém com menor grau de termodegradacdo, devido a temperatura na biocatélise
ser bem inferior.

e Lipases 1,3 especificas (ex. produzidas por Aspergillus niger, Mucor
javanicus, Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar, Rhyzopus oryzae, Candida
lipolytica, Rhyzopus niveus e Penicillium roqueforti) liberam acidos graxos das
posicbes 1 e 3 e formam, por esta razdo, produtos com composicdes diferentes
daquelas obtidas pelas lipases nao-regiosseletivas, ou mesmo pelo catalisador
quimico inferior.

e Lipases acido-graxo especificas sdo lipases com acao especifica na
hidrélise de ésteres, cujos acidos graxos sdo de cadeia longa insaturada com duplas
ligacbes, em cis no carbono 9. Esteres com &cidos graxos insaturados, ou sem
insaturacdo no carbono 9, sdo lentamente hidrolisados. Este tipo de especificidade
nao é comum entre as lipases e o exemplo mais estudado até hoje é a lipase de
Geotrichum candidum. Esta habilidade de produzir novos tipos de misturas de
triacilglicerdis utilizando lipases regioespecificas € uma das caracteristicas mais
interessantes para a aplicacao no setor de 6leos e gorduras (CASTRO et al., 2004).

A utilizacdo de lipases como catalisadores para a obtencdo de farmacos ou
insumos para a industria farmacéutica em sua forma enantiomeérica com elevada
pureza Otica tem merecido destaque. As lipases sdo enzimas com capacidade de
reconhecer moléculas quirais e atuar seletivamente em um dos isbmeros de uma

mistura racémica (Hasan et al., 2006).
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As areas nas quais a aplicacdo das lipases vem tendo maior destaque séo
(Leal et al., 2002; Baron, 2003; Bevilaqua, 2005):

a) Farmacéutica: Sintese de intermediarios de farmacos (ex. ibuprofeno e
naproxeno, farmacos com atividade anti-inflamatdéria); resolucdo de misturas
racémicas (ex. sintese de atenolol, farmaco anti-hipertensivo).

b) Alimentos: Sintese de aromas (ex. maturacdo de queijos); sintese de
edulcorantes (ex. aspartame).

c) Detergentes: Remocao de manchas de gorduras dos tecidos.

d) Agroguimica: Sintese de inseticidas e pesticidas.

e) Tratamento de efluentes: Reducdo do teor de gorduras em efluentes da
industria de laticinios.

f) Oleoquimica: Hidrélise e interesterificacdo regiosseletiva de 6leos e gorduras.

A aplicacdo alternativa de lipase para a sintese de produtos puros,
modificacdo de gorduras, Oleos e a modificacdo de carboidrato tem sido bem

documentada na literatura (Bornscheuer e Kazlauskas, 1999).

3.3.4 - Esterificacao catalisada por lipases

A habilidade das lipases em catalisar a reacao reversa da hidrdlise pode ser
aplicada na obtencdo de iniumeros produtos de interesse. Misturas de esterificagdo
geralmente contém somente o0s substratos e enzimas sendo a agua um subproduto
da reacdo. Uma grande quantidade de trabalhos tem sido apresentada na literatura
no sentido de elucidar os mecanismos cinéticos de reacbes de esterificacdo
catalisadas por lipases (Gandhi, 1997).

A agua gerada durante a reacdo de esterificacdo é considerada o mais
importante parametro que precisa ser controlado. Mesmo sob condicGes de baixa
concentracdo de agua, durante o curso da reacdo, 1mol de agua é formado para
cada mol de éster sintetizado. Como solventes hidrofilicos sédo geralmente evitados
para prevenir a inativacdo da enzima, a formacdo desta fase aquosa pode ocorrer
facilmente durante a reacdo. Remoc¢do de agua por diversas metodologias pode
prevenir este fendbmeno e ajudar na direcdo da reacdo para sua conclusao com altas

conversodes (Castro e Anderson, 1995).
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Industrialmente, a esterificagdo empregando uma lipase foi comercializada
pela Unichema International para a producdo de ésteres de &cidos graxos de alto
grau de pureza e qualidade, como o isopropilmiristato, isopropilpalmitato e 2-
etilexilpalmitato, que s&o ingredientes empregados na formulacdo de cremes
cosméticos e outros produtos de higiene. O processo permite a recuperacdo da
preparacdo enzimética e sua reutilizacgdo em bateladas subsequentes (Bosley,
1997).

Os ésteres de glicerol apresentam, também, relevantes propriedades como
agentes emulsificantes e, dependendo de sua composi¢do, podem fazer parte de
sistemas emulsificantes para uso em cremes, molhos e lo¢cdes (Harwood, 1989).
Outra aplicacdo importante desta tecnologia € a producéo de ésteres aromatizantes,
principalmente para o uso em diversos produtos alimenticios, farmacéuticos e
cosméticos (Vulfson, 1993). Além disso, quando preparados por processos
enzimaticos podem ser caracterizados como naturais ou idénticos ao natural, sendo,
portanto, preferidos pelo mercado consumidor.

As lipases também podem catalisar a sintese de ésteres de poliglicerol. Esses
tipos de ésteres sdo ingredientes multifuncionais, sendo usados como
emulsificantes, substitutos de gorduras, como meio de solubilizacdo de vitaminas
lipossollveis para facilitar a incorporacdo destas em sistemas lipofébicos, podendo
ser utilizados também como aditivos em sorvetes, margarinas, coberturas,
sobremesas e produtos de panificacédo (Castro et al., 2004).

Apesar das inUmeras vantagens apresentadas por esta técnica, a sintese
enzimatica de ésteres apresenta dificuldades técnicas em funcdo do complexo
mecanismo da acdo enzimatica em meios organicos. Diversos parametros, como por
exemplo, hidratacdo da enzima, temperatura, concentracdo do substrato, tamanho
da cadeia e estrutura quimica, podem afetar o desempenho da sintese (Yahya et al.,
1998; Lotier, 1997).

3.3.5 - Aplicacgdes de lipases

Recentemente, o interesse em pesquisas com lipases, principalmente de
origem microbiana, tem crescido devido ao seu grande potencial biotecnoldgico.
Como biocatalisadores, as lipases apresentam algumas vantagens importantes

sobre os catalisadores classicos industriais. Efetivamente, suas caracteristicas de
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especificidade, regiosseletividade e enantiosseletividade, permitem a sintese de
compostos de alta pureza, com um numero reduzido de subprodutos e baixa
geracdo de residuos. Além disso, 0S processos enzimaticos requerem
procedimentos mais faceis e baratos, que utilizam temperatura e pressao ambientes,
condi¢cdes que minimizam a degradacdo de compostos labeis e evitam o0 uso de
compostos quimicos com alto potencial poluente (Castro-Ochoa et al., 2005; Silva et
al., 2005; Villeneuve et al., 2000). Conseqientemente, uma consideravel atencdo
vem sendo dada ao uso das lipases em aplicacfes industriais.

A industria de enzimas como existe hoje é o0 resultado do rapido
desenvolvimento das Ultimas quatro décadas, gracas a evolucdo das técnicas
biotecnoldgicas. O desenvolvimento dos processos de fermentacdo durante a ultima
parte do século XX propiciou a producdo de enzimas através do uso de cepas
selecionadas e tornou possivel a obtencdo de enzimas purificadas e bem
caracterizadas, mesmo em escala industrial. A produgcédo em larga escala permitiu a
introducdo de enzimas em varios segmentos industriais como pode ser observado
na Tabela 1.

Novas tecnologias como a recombinacdo génica, a engenharia de proteinas e
a evolugdo dirigida propiciaram a obtencdo de enzimas com caracteristicas
(atividade, estabilidade, seletividade, especificidade) novas e mais dirigidas a 20
substratos e condicfes de interesse industrial, promovendo a expanséo da aplicacao
de enzimas. Entre as maiores empresas produtoras de enzimas estdo a Amano
Pharmaceuticals (Jap&o), Novozymes (Dinamarca), Genencor International (USA),
Unilever (Holanda), Biocatalysts (Inglaterra) e Meito Sankyo (Jap&o) (Krishna, 2002).
As lipases termoestaveis, obtidas de diversas fontes microbianas como as de
Bacillus e Pseudomonas, apresentam grandes vantagens em aplicacdes
biotecnoldgicas, pois podem ser produzidas a baixo custo e sdo estaveis a elevadas
temperaturas. As principais vantagens em utilizar biocatalisadores termoestaveis, ou
seja, aqueles que catalisam reacdes a elevadas temperaturas sdo: maior reatividade
(maior velocidade de reacédo e difusao); maior rendimento da reacdo (elevadas
temperaturas aumentam a solubilidade dos substratos e produtos hidrofobicos e
favorecem o deslocamento do equilibrio no sentido endotérmico); menor viscosidade

do substrato e risco de contaminacdo microbiana (Hasan et al., 2006).
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Tabela 1. Processos industriais que utilizam lipases.

Companhia Produtos Processo e Meio Observacoes
(aplicacdes) Enzima . _
BASF Aminas quirais e Lipase MTBE- E> 500
alcoois imobilizada | etilmetoxiacetato] (>100 ton)
(intermediarios de B.
farmacéuticos, plantarii;
pesticidas) hidrolise.
Bristol-Myers- (3R, 4S)-acetato de Lipase Aquoso ee>99 %
Squibb (BEMS) azetidinona (Taxol) imobilizada (Kg)
de P.
cepacia;
hidrolise.
Bristol-Myers- Hidroximetil Lipase Tolueno ee>98 %
Squibb (BMS) coenzima A imobilizada (Kg)
(anticolesterol) de P.
cepacia;
acetilacao.
Chiroscience Intermediarios anti- Lipase Aquoso ee>92%
HIV; (solivel) de (Kg)
hipocolesteremico, P.
antifungico fluorescens;
hidrolise
DSM ; Tanabe Intermediario, Lipase Aquoso/ ee>99 %
Seiyaku Diltiazen (anti- imobilizada Tolueno (Kg)
hipertensivo) de Serratia
marascens;
hidrolise.
Sepracor S-ibuprofen Lipase Multifasico ee>99 %
imobilizada (Kg)
(membranas)
de C.
cylindracea;
hidrolise.
Uniquema Miristato e palmitato | imobilizada Isopropanol Rendimento
de isopropila (cremes |(membranas) 99 %
e sabonetes) de C.
antarctica
(Novo);
| esterificacao.

(Fonte: Krishna, 2002).

E = o coeficiente de enantiosseletividade; ee = excesso enantiomérico

Observa-se que os processos industriais ja implantados tratam da producédo
de farmacos quirais, tanto em solventes organicos como em meio aquoso, em
reacdes de hidrolise ou sintese, usando principalmente lipases imobilizadas, sendo
as produzidas pelo género Pseudomonas utilizadas em trés dos sete processos
citados na Tabela 1.

Por sua vez, inimeras sdo as aplicacdes potenciais de lipases, muitas delas
ja desenvolvidas em escala industrial, e que estédo citadas na Tabela 2. As lipases
tém sido frequentemente utlizadas na resolugdo de misturas racémicas, na
formulacdo de detergentes e sintese de biosurfactantes; no tratamento de efluentes,
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na indastria oleoquimica (bioconversao de 6leos e gorduras) para a producdo de
biodiesel; na industria agroquimica; na manufatura do couro e papel; na nutricdo; na
producdo de aromas; na formulacdo de perfumes, fragrancias e cosmeéticos; na
fabricacdo de plasticos e fibras sintéticas; na sintese de sedativos e outros
farmacos; dentre outras (Hassan et al., 2006; Salis et al., 2005; Silva et al., 2005;
Jaeger e Eggert, 2002; Kirk et al., 2002; Zhang et al., 2002).

Tabela 2. Aplicagcbes de lipases de acordo com o tipo de reacdo
catalisada.
Tipos de Areas de Aplicacdes Produtos Referéncias
Reacoes Aplicacao
Hidrolise
Alimentos Hidrélise da gordura Agentes Hasan et al., 20086;
(laticinios) do leite flavorizantes para Villeneuve et al.,
gueijos e derivados 2000.
Quimica Hidrélise de dleos e Acidos graxos, Hasan et al., 20086;
(Processamento gorduras diglicerideos e Osorio et al., 2001;
do Oleo) monoglicerideos Undurraga et al.,
(emulsificantes, 2001; Villeneuve et
reagentes para al., 2000.
andlise de lipidios)
Quimica Remover manchas Detergentes para [Hasan ef al., 2006;
(Detergente) de oleo lavanderias e uso Kirk et al., 2002;
doméstico ISharma et al., 2001.
Medicina Dosagem de Kits diagnésticos | Hasan et al., 2006.
triglicerideos no
sangie
Esterificacao
Quimica Sintese de ésteres Intermediarios Bucala et al., 2006;
Fina quirais Fernandes et al.,
ésteres, 2006; Foreti e
emulsificantes Ferreira, 2006;
Hasan et al., 2006;
|Romero et al.,2005;
Fernandes et al.,
2004; Ghamgui et
al., 2004; Trubiano
e Ferreira, 2004.
Quimica Esterificacéo ou Oleos ou gorduras, | Hasan et al., 2006
Alimentos transesterificagao Flavorizantes e
aromatizantes.
Quimica Sintese de Drogas Wilkinson e
farmacéutica intermediérios de antiinflamatérias Bachmann, 2006;
medicamentos- como naproxenao, Jaeger e Eggert,
preparacéo de ibuprofeno, 2002; Zhang et al.,
intermediarios cetoprofen, 2002;
homoquirais suprofen. Van Dyck et al.,
2001.
Transesterificacao
Quimica Transesterificacéao Biodiesel Salis et al., 2005;
Fina de 6leos vegetais Hsu et al., 2004;
Salis et al., 2003;
Shimada et al.,
2002; Zhang et al.,
2002; Iso et al.,
2001; Abigor et al.,
2000.

23



Capitulo 3 - Revisdo Bibliogrdfica

3.4 - Oleos vegetais

Oleos e gorduras sdo ésteres de acidos carboxilicos com o glicerol,
denominados triglicerideos (triacilglicerois), substéncias constituidas por uma
molécula de glicerol ligada a trés moléculas de acidos graxos. Na Figura 2 é
apresentada a formacdo de uma molécula de triglicerideo. A natureza fisica destes
compostos é definida pelo comprimento da cadeia, pelo grau de insaturacdo e pela
distribuicdo dos radicais. Os triglicerideos sdo o0s principais componentes de
qualquer gordura animal ou vegetal. Dependendo da origem do Oleo, o conteldo em

triglicerideos e &acidos graxos pode variar significativamente (Moretto e Fett, 1998).

H H

| |
H—¢—0H H—00C—R, HOH  H—C—00C—R;

| |
H—C—OH + H—00C—R, — HOH + H—C CQC—R,

|

. _ |
H—¢— Ol H—QOC—R; HOH H—C—00C—R,
| |
H H
Glicerol Acidos Graxos Agua Triclicerideo

Figura 2 - Formagéo de uma molécula de triglicerideo.

O Brasil dispde de uma grande diversidade de espécies vegetais oleaginosas
das quais pode se extrair 6leos para varios fins. Algumas destas espécies sédo de
ocorréncias nativas (buriti, babagu, mamona, etc.), outras sdo de cultivo de ciclo
curto (soja, amendoim, etc.) e outras ainda de ciclo longo ou perene (dendé)
(http://www.petrobras.com.br/).

Nos ultimos anos tem surgido um grande interesse na transformacao quimica
e biotecnoldgica de 6leos e gorduras para producao de compostos de maior valor de
mercado e de uso potencial na industria farmacéutica, de alimentos e oleoquimica
(Lozano et al., 2004). Tecnologias como fracionamento e hidrogenacado, entre
outras, tornaram possivel o uso de Oleos em diversas areas da industria de
oleoquimicos (Schmid, 1987).

Diante disso, a busca por métodos de processamento alternativos que

possam melhorar ou criar novos processos de industrializacdo de oleaginosas e de
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obtencdo de produtos de valor agregado cresce constantemente. Recentemente,
pesquisas sobre extracdo e fracionamento de misturas de 6leos e gorduras e
reacoes utilizando solventes alternativos tém sido apresentadas na literatura
(Réndon et al., 2001; Oliveira e Oliveira, 2001; Oliveira e Costa, 2002; Machmudah
et al., 2007; Hamdam et al., 2008).

3.5. Reacéo de transesterificacao

Segundo Demirbas (2003), o surgimento da transesterificacdo pode ser
datado de 1846, quando Rochieder descreveu a producéo de glicerol pela etandlise
de 6leo de mamona. Desde aquele momento, o processo de alcodlise tem sido
largamente estudado.

Quimicamente, na reacdo de transesterificacdo dos 0leos vegetais, um
triglicerideo reage com um alcool na presenca de um catalisador (enzimatico, acido
forte ou base) para promover e/ou acelerar a reacdo e, como resultado, obtém-se a
glicerina (glicerol) e uma mistura de ésteres etilicos (biodiesel) (Demirbas, 2002).
Conforme Meher et al. (2006) a reacdo estequiométrica exige 1 mol de um
triglicerideo e 3 moles do alcool, resultando na producédo de 3 moles de ésteres e 1
mol de glicerol, conforme representagdo na Figura 3. Entretanto, um excesso do
alcool € usado para aumentar os rendimentos dos ésteres. Diversos aspectos,
incluindo o tipo de catalisador (enzimético, alcalino ou acido), relacdo molar entre
alcool/6leo vegetal, temperatura, pureza dos reagentes (principalmente indice de

agua) e de acidos graxos livres afetam a taxa de reacéo (Schuchardta et al., 1998).

O

P 4
CH-0-C—FR, CH-OH  R—C-0-R,
| e | p
CH-0-C-R, +3R-OH —— CH-OH + R-C-0-R,
| s | 0
CHE—O—C —Fﬂa CHz_OH RS_CK_O_REJ
Triglicerideo Alcool Gliceral Esteres

Figura 3: Representacéo da reacao de alcodlise de triglicerideos.
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Na transesterificacdo, acredita-se que trés sucessivas e reversiveis reacoes
acontecam. O primeiro passo € a conversao de um triglicerideo a um diglicerideo,
seguido pela conversdo de um diglicerideo a monoglicerideo e de monoglicerideo
para glicerol, gerando uma molécula de éster de cada glicerideo a cada fase da

reacao (Srivastava e Prasad, 2000), conforme representado na Figura 4.

Triglic eriden + ROH # Digliceriden + RCOOR
Digliceriden + ROH . Monogliceriden + RCOOR
Monoglicerideo + FOH 4 p Gliceral + RCOOR

Figura 4 - Representacdo das etapas da reacdo de transesterificacdo de o6leos

vegetais.

Os ésteres formados sao relativos a conformacéo da cadeia do triglicerideo.
Por exemplo, uma trioleina podera formar uma dioleina, uma monooleina ou etil
oleato. Os triglicerideos possuem cadeia de &cidos graxos de 8 a 20 atomos de
carbono.

O processo de transesterificacdo reduz o peso molecular para
aproximadamente 1/3 em relacdo aos triglicerideos, diminui significativamente a
viscosidade, melhorando a volatilidade. Ap6s a reacdo, os produtos consistem em
uma mistura dos ésteres de &cidos graxos, glicerol, alcool, catalisador e uma
porcentagem baixa de tri-, di- e monoglicerideos (Pinto et al., 2005).

Segundo Kusdiana e Saka (2004 a, b), no processo convencional de
transesterificacdo para a producdo de biodiesel, os &cidos graxos livres e a agua
podem ocasionar efeitos negativos como a formacéao de sab&o, pois eles consomem
o catalisador diminuindo assim a sua eficacia e consequentemente a conversdo em
produto.

De acordo com Akgun e lyscan (2007), dentre os fatores que interferem no
rendimento da reacdo de transesterificacdo, pode-se citar: tipo e quantidade de
catalisador, tempo e temperatura de reacdo, razdo molar 6leo:alcool, teor de acidos

graxos livres e dgua nos substratos, intensidade de agitacdo, solubilidade entre as
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fases e natureza do é&lcool. No entanto, estas variaveis vao depender

necessariamente da metodologia empregada.

Alguns parametros sdo de fundamental importancia na reacdo de

transesterificacdo, entre eles destacam-se:

A concentracdo de acidos graxos livres nos 6leos € um fator importante na
reacao catalisada por bases (por exemplo, NaOH), pois serd maior o
rendimento para a neutralizacdo. O contetdo de agua dos reagentes deve ser
muito baixo, pois pode alterar a rota da reacao (hidrélise), o0 que aumentaria a
viscosidade final do produto, dificultando o processo de separacéo.

O efeito da relagdo molar entre os reagentes estd associado ao tipo de
catalisador e ao tipo de Oleo que é empregado na reacdo. Na catalise
alcalina, utilizando 6leo de soja e butanol, por exemplo, é requerida uma
relacdo de 6leo/etanol de 1.6, enquanto para atingir a mesma conversao com
catalisador acido, necessita-se de uma razdo molar Oleo:etanol de 1:30
(Fukuda et al., 2001). Altas razdes molares resultam em elevadas conversfes
em ésteres em curtos tempos de reacao (Ma e Hanna, 1999).

Os tipos de catalisadores possiveis sdo os acidos (H,SO4, HCI e derivados,
H.PO,), alcalinos (KOH e NaOH) ou enziméticos (lipases). Segundo Leung et
al. (2010) a concentracao de catalisador pode afetar o rendimento do produto
em biodiesel. O catalisador mais comumente utilizado para a reacdo é o
hidréxido de sbédio. Cabe ainda salientar que a transesterificacdo por catalise
basica, utilizando reagentes como hidréxido de sdodio, € mais eficiente em
relacdo a catalise 4cida devido ao tempo bastante reduzido de reacéo.

O tempo de reacao é outro parametro importante e que, em geral, tem efeito
positivo sobre a conversdo da reacdo. As reacdes sdo rapidas se a disperséo
€ boa e atingem conversdes superiores a 95% em cerca de 30 minutos
quando catalisadas por alcalis (Oliveira et al., 2005a). Para sistemas
utilizando catalisadores quimicos, a completa conversdo do sistema é
geralmente atingida em torno de 20 minutos de reagdo. No meétodo
enzimatico com solventes orgéanicos, a reagdo atinge conversdo maxima em 5
horas de reacédo (Faccio, 2004). Dalla Rosa (2006) obteve conversao

completa em 2 horas de reacgéao, utilizando enzimas em fluidos pressurizados.
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o O efeito da temperatura € variavel em funcdo dos tipos de odleos e do
catalisador empregado, situando, em geral, o valor 6timo proximo a temperatura
normal de ebulicdo do alcool, no caso das reacfes catalisadas por acidos e bases.
Segundo Darnoko e Cheryan (2000) e Leung et al. (2010), a temperatura 6tima para
a reacao utilizando catalisadores quimicos situa-se proxima a temperatura normal de
ebulicdo do alcool a ser utilizado na reacéo, e ela influencia claramente na reacao de
producdo de biodiesel. Temperaturas mais elevadas podem diminuir a viscosidade
do 6leo e resultar em um aumento da taxa de reacdo e um tempo de reacdo mais
curto. Em relacdo a sistemas enzimaticos, a temperatura 6tima de operacdo é
funcdo da enzima a ser utilizada como catalisador da reacdo (Nascimento et al.,
2004).

A transesterificacdo de Oleos vegetais ou gorduras animais, também
denominada de alcodlise, pode ser conduzida por uma variedade de rotas
tecnolégicas, em que diferentes tipos de catalisadores podem ser empregados
(Ramos et al.,, 2003). O objetivo do processo de transesterificacdo é diminuir a
viscosidade do 6leo (Demirbas, 2008b). Neste sentido, a seguir sdo apresentadas
sucintamente algumas dessas rotas tecnologicas utilizadas para a producdo de
biodiesel.

A catélise enzimatica emprega enzimas como biocatalisadores efetivos por ter
alta especificidade ao substrato, grupo funcional especifico e estéreo especificidade
em meio aquoso (Mamuro et al.,, 2001). A maior parte das pesquisas sobre a
transesterificacdo de Oleos vegetais, para a obtencdo de biodiesel, utiliza a enzima
comercial pura, em diversos meios reacionais (solventes, presenca de aditivos,
solucbes polares-ions, fluidos supercriticos) ou fazendo uso da imobilizacdo
enzimatica em suportes (Celite e polimeros, principalmente) (Du et al., 2004).

Nelson et al. (1996) foram os primeiros a estudar a alcéolise enzimatica de
triglicerideos com o objetivo de produzir biodiesel. Um estudo da producdo de
ésteres etilicos de soja utilizando a enzima comercial Lipozyme IM e n-hexano como
solvente é apresentado por Faccio (2004), tendo reportado 96% de converséo,
utilizando uma razao 6leo e solvente de 1:40, em aproximadamente 5 horas de
reacao.

Lai et al. (2005) estudaram a producado de ésteres metilicos do 6leo de farelo

de arroz utilizando duas lipases comerciais imobilizadas, a Novozym 435 e MI 60. A
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enzima Novozym 435 mostrou-se mais eficaz, conduzindo a conversao superior a
98% em 6 horas de reacgao, utilizando 5% (m/m) da enzima.

Segundo Balat e Balat (2010), a alcodlise de triglicerideos com uma lipase é
considerada uma das reacdes mais eficazes para a producao de biodiesel. Embora
processos de transesterificacdo catalisados por enzimas ainda nao sao
comercialmente desenvolvidos, novos estudos foram relatados na literatura. Esses
estudos consistem principalmente na otimizacdo das condicdes de reacdo
(temperatura, solvente, pH, razdo molar alcool/6leo, o tipo de microrganismo que
produz a enzima, etc) a fim de estabelecer as caracteristicas adequadas para um
processo de producdo industrial. A sintese de biodiesel utilizando enzimas, tais
como lipases de Candida antarctica, Candida rugosa, Candida sp., Pseudomonas
cepacia, Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM), Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas sp., € Thermomyces lanuginosus é bem relatado na literatura (Jeong
e Parck, 2007; Shao et al., 2008; Shah e Gupta, 2007; Luo et al., 2006).

Em relacdo a producdo de biodiesel em sistemas enzimaticos utilizando
solventes pressurizados, menores quantidades de solvente sdo utilizadas no
processo, além da simples separacdo dos mesmos do meio reacional (Oliveira e
Oliveira, 2000 e 2001; Dalla Rosa, 2006). Altas conversdes em ésteres sao relatadas
para ambos os sistemas, no entanto, requer a utilizacdo de altos percentuais de
enzima no meio de reacdo em relacdo a massa dos substratos. Dalla Rosa (2006)
apresenta a obtencao de biodiesel de soja em propano pressurizado com a enzima
comercial Novozym 435. Conversdes completas da reacdo séo relatadas em tempo
de reacdo de 6 horas, utilizando 3% e 5% (m/m) de enzima, porém quando visto
pelo aspecto de um menor tempo de reacado, a concentracdo de 20% de catalisador
torna-se apreciavel. No emprego de propano pressurizado, a razéo
solvente:substrato necessaria para que boas conversdes de ésteres sejam atingidas
€ de 2:1 promovendo assim conversao de até 82% em ésteres.

A transesterificacdo enzimatica propicia temperaturas amenas de operacao,
facilidade de separacao do glicerol gerado como subproduto e a purificagdo dos
ésteres produzidos e facilmente realizada (Fukuda et al., 2001).

Porém, a producdo de biodiesel utilizando enzimas ocorre em velocidade

consideravelmente menor que a catalise quimica por rota alcalina. Isso leva a
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necessidade do uso de grandes quantidades de catalisadores, o que aumenta 0s
custos de producao (Moreau, 2008).

A catélise quimica homogénea (acida ou basica) € a técnica mais utilizada na
reacao de transesterificacdo, pois permite, no caso da catdlise alcalina, a obtencao
de altas conversbes em baixos tempos de reagdo, como relatam estudos na
literatura (Freedman et al., 1986; Noureddini e Zhu, 1997; Darnoko e Cheryan, 2000;
Faccio, 2004, Ferrari et al., 2005; Martinez et al., 2005; Oliveira et al., 2005; Martinez
et al., 2006; Lima et al., 2007).

Na catélise &cida, os &cidos utilizados para a transesterificacdo incluem
sulftrico, fosférico, hidroclérico e &cidos sulfénicos organicos. Embora a
transesterificacdo por catalise acida seja mais lenta que a alcalina (Ma e Hanna,
1999; Srivastava e Prasad, 2000, Balat e Balat, 2010), ela € melhor quando o 6leo
usado tem alta concentracdo de acidos graxos livres e agua, como é o caso de 6leos
utilizados para frituras, uma vez que o catalisador 4cido homogéneo pode promover
a simultanea transesterificacdo do triglicerideo e esterificacdo dos acidos graxos
livres para ésteres de acidos graxos (Pinnarat e Savage, 2008). O rendimento obtido
€ muito elevado (99%), sendo necessarias temperaturas elevadas (acima de 100 °C)
e mais de 24 horas para alcancar o referido rendimento (Knothe et al., 2002; Knothe
et al., 2005).

Um grande numero de catalisadores heterogéneos tem sido relatado na
literatura para promover a reacao de transesterificacdo, tal como o trabalho realizado
por Kawashima et al. (2008), que utilizaram o6xidos para promover a reacao de
producéo de biodiesel do 6leo de colza; suas atividades cataliticas foram testadas a
60°C, com uma relacdo molar metanol:6leo de 6:1 e um tempo de reacdo de 10
horas. Nestas condicdes, os catalisadores CaTiO3z, CaMnQOg3;, CayFe,0s, CaZrO; e
Ca0-CeO;, mostraram aproximadamente rendimento de 90% de ésteres metilicos.

Liu et al. (2008) utilizaram metéxido de célcio para promover a
transesterificacdo do 6leo de soja, nas condi¢cdes de 2 horas de reacdo a 65°C,
usando 2% (m/m) de catalisador e propor¢cdo em volume de 1:1 de dleo:metanol
obtendo um rendimento em ésteres de 98%.

Yang e Xie (2007) utilizaram metal alcalino terroso dopado em oxido de zinco
como catalisador heterogéneo para a transesterificacdo do 6leo de soja, sendo que

a maior atividade catalitica foi obtida com ZnO impregnado com 2,5 mmol de
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Sr(NOs)2/g, seguido de calcinagdo a 600°C por 5 horas. A reacdo de
transesterificagdo foi realizada em refluxo de metanol a 55°C, razdo molar
Oleo:metanol de 1:12, utilizando 5% de catalisador, obtendo uma conversdo de
94,7% em biodiesel. Além disso, quando usado tetrahidrofurano como co-solvente a
converséo alcancou 96,8%.

O uso de catalisadores quimicos heterogéneos na reacdo de alcodlise de
Oleos vegetais diminui as dificuldades de separacdo dos produtos e do catalisador,
ocorrendo a menor geracdo de efluente (Silva, 2009). A literatura indica a utilizacao
de diferentes catalisadores acidos e basicos (Antunes et al., 2008; Park et al., 2008;
Trakarnpruk et al., 2008), os quais podem ser reutilizados no processo. No entanto,
geralmente a catalise quimica heterogénea apresenta baixos rendimentos de
processo, quando comparada a catalise basica homogénea.

Na catalise alcalina, as bases empregadas no processo de transesterificacao
incluem NaOH, KOH, carbonatos e alcéxidos como metdxido de sédio e butdxido de
sodio. Os alcoxidos séo os catalisadores mais ativos, conduzindo a rendimentos
muito elevados num reduzido tempo de reacéo (cerca de 30 minutos). No entanto,
estes catalisadores sédo desativados pela agua. A utilizacdo de hidroxido de sédio ou
potassio como catalisadores € uma boa alternativa aos alcoxidos, apesar de serem
menos ativos. De fato, é possivel alcancar as mesmas conversfes, bastando
apenas aumentar a quantidade de catalisador utilizado. No entanto, estes
catalisadores apresentam o inconveniente de produzirem agua na sua rea¢ao com o
alcool, ocasionando a ocorréncia da hidrélise de alguns ésteres, com posterior
saponificacdo dos acidos graxos livres. A reacédo de saponificagdo ocorre devido ao
consumo parcial do catalisador, reduzindo o rendimento da producdo de ésteres,
além de tornar as etapas de separacdo e purificacdo dos produtos complexa,
dificultando a recuperacao do glicerol devido a formacédo de emulsbes (Pinto et al.,
2005). Isto implica em altos custos de producao e energia (Kusdiana e Saka, 2001b),
devido a restricio do método ao teor de agua e &cidos graxos livres. Na
transesterificagdo catalisada por bases o teor de 4gua deve ser inferior a 0,06%
(m/m) e de acidos graxos livres menores que 0,5% (m/m) (Ma e Hanna, 1999; Zhang
et al., 2003).

A transesterificacdo alcalina ocorre aproximadamente 4000 vezes mais rapida

do que a acida e € a mais empregada comercialmente, pois permite a obtencéo de
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altas conversbes em baixos tempos de reacdo, como relatam estudos na literatura
(Freedman et al., 1986; Noureddini e Zhu, 1997; Darnoko e Cheryan, 2000; Faccio,
2004; Martinez, 2005; Oliveira et al., 2005). Embora a transesterificacdo quimica
empregando catdlise alcalina, resulte em altas taxas de conversao de triglicerideos
em seus respectivos ésteres, quando se trata de custos, tempos de reagdo, existem
alguns inconvenientes ou desvantagens (Madras et al., 2004), a citar:

- Altos gastos energeéticos;

- A recuperacao do glicerol é dificil e demorada;

- A remocdao do catalisador é necessaria;

- Requer o tratamento da agua alcalina residual;

- Os substratos/reagentes devem ter baixa concentracdo de agua e acidos
graxos livres.

Visando superar os inconvenientes da transesterificagéo via catélise alcalina e
acida, Kusdiana e Saka (2001a, b) propuseram a producao de biodiesel através da
transesterificacdo nao-catalitica com metanol supercritico. Os autores verificaram
gue a conversao da reacdo € praticamente completa, com tempos de residéncia
bastante curtos. Comparado com o0s processos cataliticos, a purificacdo dos
produtos aparenta simplicidade e € ambientalmente correta. Entretanto, a reacéo
requer temperaturas e pressdes elevadas, que acabam conduzindo a elevados

custos iniciais de fabricacdo, processamento e energia (Cao et al., 2005).

3.6. Biocombustiveis

Sabe-se que a maior parte de toda a energia consumida no mundo é
proveniente do petréleo, do carvdo e do gas natural. Essas fontes sao limitadas e
com previsao de esgotamento no futuro, portanto, a busca por fontes alternativas de
energia é de suma importancia. Neste contexto, os 6leos vegetais aparecem como
uma alternativa para substituicdo do Oleo diesel em motores de ignicdo por
compressao, sendo o seu uso testado no final do século XIX, produzindo resultados
satisfatdrios no préprio motor diesel. Esta possibilidade de emprego de combustiveis
de origem agricola em motores do ciclo diesel € bastante atrativa tendo em vista o
aspecto ambiental, pois o biodiesel € menos poluente, reduzindo as emissdes em

40% se comparado ao petroleo e em até 94% as emissfes de substancias
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cancerigenas, por ser uma fonte renovavel de energia e pelo fato do seu
desenvolvimento permitir a reducdo da dependéncia de importagéo de petroleo.

De acordo com Ferrari et al. (2005) foi constatado, porém, que a aplicacdo
direta dos 6leos vegetais nos motores € limitada por algumas propriedades fisicas
dos mesmos, principalmente sua alta viscosidade, sua baixa volatilidade e seu
carater poliinsaturado, que implicam em alguns problemas nos motores, bem como
em uma combustdo incompleta. Assim, visando reduzir a viscosidade dos 6leos
vegetais, diferentes alternativas tém sido consideradas, tais como diluicdo, micro-
emulsdo com metanol ou etanol, craqueamento catalitico e reacdo de
transesterificagdo com etanol ou metanol. Entre essas alternativas, a
transesterificacdo tem se apresentado como a melhor opcéo, visto que o processo é
relativamente simples promovendo a obtencdo de um combustivel, denominado
biodiesel, cujas propriedades séo similares as do 6leo diesel.

Combustiveis também podem ser denominados de biocombustiveis, pois
utilizam como matéria-prima produtos naturais capazes de se reproduzir. Exemplos
sdo a cana de acucar utilizada na fabricacdo do alcool, vegetais como a mamona, o
girassol, o pinhdo manso, a canola, o babacu, o milho e a soja utilizada para a
producdo do biodiesel, além de outros vegetais que podem também ser utilizados na
fabricacdo do biodiesel. Além disto, o lixo organico também pode ser utilizado na
producdo de biogas, um biocombustivel que € produzido a partir de uma mistura
gasosa de dioxido de carbono com gas metano. A producdo do biogas pode ocorrer
naturalmente através da acao das bactérias em materiais organicos (lixo doméstico
organico, residuos industriais de origem vegetal, esterco de animal).

No trabalho de Srivastava e Prasad (2000) é relatado que os combustiveis
alternativos ao diesel devem ser tecnicamente e economicamente competitivos,
ambientalmente aceitdveis e facilmente disponiveis. Para atender a estas
exigéncias, os triglicerideos (6leos vegetais e gorduras animais) e seus derivados
podem ser considerados como alternativa viavel para substituir o diesel de petréleo.
Oleos vegetais sdo obtidos a partir de uma grande variedade de fontes renovaveis.

Os biocombustiveis sdo apresentados como alternativas aos combustiveis
fosseis, pois reduzem significativamente as emissfes de gases poluentes, séo

energias renovaveis e o Brasil possui a capacidade para liderar o maior mercado de
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energia renovavel do mundo, porque o pais dispdem de matéria prima renovavel em

abundéancia para a fabricacdo do biocombustivel.

3.7. Historico do biodiesel

Sabe-se que a idéia de aproveitar os 6leos vegetais como matéria-prima para
combustiveis ndo € nova, sendo que as primeiras experiéncias com motores de
combustdo por compressdo foram conduzidas com 6leo de amendoim. No ano de
1900, Rudolph Diesel apresentou um protétipo de motor na Exposicdo Mundial de
Paris, que foi acionado com o6leo de amendoim, um tipo de combustivel obtido
através do processo de transesterificagdo. No entanto, a abundancia da oferta de
petréleo e o seu preco acessivel, determinaram que, nos anos seguintes, 0s
derivados do petréleo fossem os combustiveis preferidos, reservando os 0leos
vegetais para outros usos.

Em 1937, o cientista belga G. Chavenne descobriu e patenteou o processo de
transesterificacdo, o qual diminuia a viscosidade do 6leo vegetal e melhorava seu
processo de combustdo no interior do motor (Knothe, 2001). Assim, 0 nome
“biodiesel” foi dado ao 6leo vegetal transesterificado para descrever seu uso como
combustivel em motores do ciclo diesel (Cerbio, 2006).

Um dos primeiros usos do 6leo vegetal transesterificado foi o abastecimento
de veiculos pesados na Africa do Sul, pois a Segunda Guerra Mundial cortou o
abastecimento e causou escassez de combustiveis fésseis, estimulando assim a
busca de sucedaneos. Porém, o desenvolvimento dos combustiveis de origem
vegetal foi praticamente abandonado quando o fornecimento de petrdleo foi
restabelecido, no final da Guerra, a abundancia de petréleo importado,
especialmente do Oriente Médio, por precos muito accessiveis, desestimulou a
utilizacdo de combustiveis alternativos.

A crise do petréleo iniciada no final de 1973 afetou a todos os paises
importadores de petroleo, principalmente aqueles em desenvolvimento como o
Brasil. Essa crise causou uma necessidade em se obter fontes alternativas de
energia. Uma das alternativas colocadas em questéo foi a utilizacéo de 0leo vegetal
ao invés de Oleo diesel. Varias universidades brasileiras se dedicaram a estudar a
producdo de combustiveis substitutivos do diesel, que aproveitassem diversas

matérias primas de origem vegetal.
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De acordo com Parente (2003), no Brasil, a transesterificacdo foi estudada
pela primeira vez na Universidade Federal do Ceara (UFC), em 1979, que pesquisou
um novo processo com base na biomassa para encontrar fontes alternativas de
energia. As experiéncias acabaram revelando um novo combustivel originario de
Oleos vegetais e com propriedades semelhantes as do 6leo diesel fossil, o biodiesel.

No entanto, a prioridade politica foi concedida naquele momento ao Programa
Nacional do Alcool (PROALCOOL), que teve seu auge em meados da década de 80.
O Programa Nacional do Alcool tornou realidade & substituicdo da gasolina pelo
alcool combustivel. Os testes realizados com diferentes propor¢des de mistura de
biodiesel no diesel combustivel mostraram resultados técnicos viaveis. Porém, a
reducdo do preco do petréleo e o elevado custo de producdo em relacdo ao diesel
paralisaram o avanco do uso comercial do biodiesel no Brasil e no mundo.
Atualmente, os problemas ligados a disponibilidade do petréleo com precos
acessiveis e aos seus impactos no meio-ambiente reavivaram essa discussdo em
todo o mundo (Osaki e Batalha, 2008).

Para estimular a producdo de biodiesel no pais, o Governo Federal, criou em
2004 o Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel, por intermédio da lei n®
11.097 de 13 de janeiro de 2005 que dispde da introducéo de biodiesel na matriz
energética brasileira. Segundo a lei acima destacada, o prazo para o uso do
biodiesel no diesel é de 8 anos apds a sua publicacdo, sendo de 3 anos o periodo,
ap0s essa publicacdo, para se utilizar um percentual minimo obrigatorio
intermediario de 2%, em volume (www.biodiesel.gov.br).

A partir de 1° de julho de 2008, o éleo diesel comercializado em todo o Brasil
passou a conter, obrigatoriamente, 3% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela
Resolucao n® 2 do Conselho Nacional de Politica Energética (CNPE), publicada em
marco de 2008, que aumentou de 2% para 3% o percentual obrigatério de mistura
de biodiesel ao 6leo diesel (ANP, 2010).

O biodiesel € um combustivel produzido a partir de Oleos vegetais ou de
gorduras animais que deve atender a especificagdo estabelecida pela Resolucdo
ANP n° 07/2008. Desde 1° de janeiro de 20 10, o 6leo diesel comercializado em todo
o Brasil contém 5% de biodiesel. Esta regra foi estabelecida pela Resolugdo n°
6/2009 do Conselho Nacional de Politica Energética, publicada no Diario Oficial da

Unido em 26 de outubro de 2009, que aumentou de 4% para 5% o percentual
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obrigatério de mistura de biodiesel ao 6leo diesel. A continua elevacéo do percentual
de adicdo de biodiesel ao diesel demonstra o sucesso do Programa Nacional de
Producédo e Uso do Biodiesel e da experiéncia acumulada pelo Brasil na producéo e
no uso em larga escala de biocombustiveis (ANP, 2010). A Figura 5 mostra a

evolucao energética dos biocombustiveis no Brasil.
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Figura 5: Evolucao energética dos biocombustiveis no Brasil.
Fonte: ANP, 2010.

A venda de diesel B5 — nome da mistura de 6leo diesel derivado do petrdleo e
um percentual (5%, atualmente) de biodiesel — é obrigatéria em todos os postos que
revendem Oleo diesel, sujeitos a fiscalizacdo pela ANP. A adicdo de até 5% de
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biodiesel ao diesel de petroleo foi amplamente testada, dentro do Programa de
Testes coordenado pelo Ministério de Ciéncia e Tecnologia, que contou com a
participacdo da Associacdo Nacional dos Fabricantes de Veiculos Automotores. Os
resultados demonstraram, até o momento, ndo haver a necessidade de qualquer
ajuste ou alteracdo nos motores e veiculos que utilizem essa mistura (ANP, 2010).

De acordo com a ANP, o Brasil estd entre os maiores produtores e
consumidores de biodiesel do mundo, com uma producdo anual, em 2009, de 1,6
bilhdes de litros e uma capacidade instalada, em janeiro de 2010, para cerca de 4,7
bilhbes de litros. Atualmente o Brasil € o pais com o maior potencial para producéo
de biodiesel, pois possui abundancia em terras cultivaveis e etanol. Os brasileiros
passaram a dar mais valor aos indicios ambientais e passaram a se conscientizar
em relacdo ao aquecimento global, que esta fazendo com que o tema
biocombustivel seja pauta novamente e foco de novos olhares curiosos e
empreendedores.

Os maiores produtores de biodiesel sdo a Unido Europeia (UE), Estados
Unidos, Brasil, Indonésia, utilizando 8,6 milhdes de toneladas de 6leo comestivel em
2007 para a producdo de biodiesel, em comparagcdo a producdo mundial de 6leo
comestivel & de 132 milhdes de toneladas (Balat e Balat, 2010).

3.8. Biodiesel

O biodiesel € uma evolucdo na tentativa de substituicdo do 6leo diesel por
biomassa, iniciada pelo aproveitamento de 6leos vegetais in natura. Biodiesel € um
combustivel biodegradavel, renovavel e ambientalmente correto, obtido através do
processo de transesterificacao.

Biodiesel (do grego, bio significa vida, e diesel de Rudolf Diesel) se refere a
um diesel equivalente, combustivel transformado derivado de fontes bioldgicas.
Quimicamente, o biodiesel é definido como mono - alquil — éster de acidos graxos de
cadeia longa derivada biolipidios renovaveis (Demirbas, 2008b). Biodiesel é
tipicamente produzido através da reacdo de um 6leo vegetal ou gordura animal com
metanol ou etanol, na presenca ou auséncia de um catalisador, para producdo de
esteres metilicos ou etilicos (biodiesel) e glicerina (Demirbas, 2002).

O dleo vegetal sempre foi considerado como uma op¢ao para a substituicdo

do Oleo diesel, ja que seu poder calorifico é similar. Porém os 6leos vegetais in
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natura, ndo modificados, quando utilizados em motores de compressao interna
causam problemas sérios. A alta viscosidade, os acidos graxos livres presentes nos
Oleos vegetais, bem como a formacdo de goma devido a oxidacéo e polimerizacéo
durante armazenamento e combustdo, depdsitos de carbono no motor e nos
injetores e problemas com lubrificante sdo exemplos de algumas das dificuldades
mais comuns.

Os altos pesos moleculares e viscosidade, 10 vezes superior a viscosidade do
diesel, causam uma pobre atomizacdo do combustivel o que leva a combustéao
incompleta, baixa volatilidade e aumento da penetracdo do spray de combustivel.
Esse aumento da penetragdo do spray é considerado parcialmente responsavel
pelas dificuldades encontradas com os depdésitos de carbono e o espessamento do
Oleo lubrificante. O uso prolongado resulta em eventual falha no motor. Em funcéao
destes problemas, surgiu entdo a necessidade de se modificar os 6leos vegetais
com o objetivo de reduzir sua viscosidade e sua tendéncia a polimerizacao. Diversos
processos foram sugeridos e o biodiesel foi entdo produzido a partir de diferentes
Oleos vegetais e animais (Karaosmanoglu et al., 1996; Muniyappa et al., 1996;
Encinar et al., 1999; Ma e Hanna, 1999; Raneses et al., 1999; Alcantara et al., 2000;
Fukuda et al., 2001; Monyem e Van Gerpen, 2001; Encinar et al., 2002; Zhang et al.,
2003; Dorado et al., 2004; Knothe, 2005; Camargos da Silva, 2005).

O biodiesel é um éster de acido graxo, renovavel e biodegradavel, obtido
comumente a partir da reacdo quimica de 6leos ou gorduras, de origem animal ou
vegetal, com um alcool na presenca de um catalisador (reacdo de
transesterificacdo). Porém, a aplicacdo direta dos 6leos vegetais nos motores €
limitada por algumas propriedades fisicas dos mesmos, principalmente sua alta
viscosidade, sua baixa volatilidade e seu carater poliinsaturado, que implicam em
alguns problemas nos motores, bem como em uma combustéo incompleta (Encinar,
1999). Visando reduzir a viscosidade dos Oleos vegetais, melhorar a qualidade de
ignicdo e ajustar a densidade especifica, diferentes alternativas tém sido
consideradas, tais como diluicdo, micro-emulsédo com metanol ou etanol,
cragueamento catalitico e reacao de transesterificacdo com etanol ou metanol (Ma e
Hanna, 1999). Porém, os trés processos mais investigados a fim de sobrepor os
problemas encontrados na substituicdo do diesel por 6leos vegetais sédo: a pirélise, a

micro-emulsificacdo e a transesterificacao.
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A pirdlise é a decomposicdo térmica de biomassa a altas temperaturas na
auséncia de ar. Os produtos formados geralmente sdo uma mistura de cinzas,
liquidos (Oleos oxigenados) e gases (metano, monoxido de carbono e dioxido de
carbono). A pirdlise do 6leo vegetal produz diversos compostos que atendem a
algumas das exigéncias para ser utilizado como combustivel.

Entretanto, os compostos da pirélise possuem baixa viscosidade e um alto
namero de cetano comparados aos 6leos vegetais puros. Porém, enquanto Oleos
vegetais que sofrem a pirélise possuem quantidades aceitaveis de enxofre e agua,
eles sé@o inaceitaveis em termos de cinza, residuos de carbono e ponto de névoa.
Embora os produtos formados sejam quimicamente semelhantes aos derivados de
petréleo, cabe salientar o dificil controle na composicdo do produto final obtido. E
provavel que os mecanismos de decomposicao térmica dos triglicerideos sejam
complexos por causa das muitas estruturas e multiplicidade de possiveis reacfes
que podem ocorrer nesse processo (Ma e Hanna, 1999). A decomposi¢cdo térmica
dos triglicerideos produz compostos incluindo alcanos, alcenos, alcadienes,
aromaticos e acidos carboxilicos (Balat e Balat, 2010).

Micro-emulsdo é definida como uma dispersao coloidal em equilibrio de
microestruturas fluidas e opticamente isotropicas com dimensfes da ordem de 1 a
150 nm, formadas espontaneamente por dois liquidos normalmente imisciveis e por
um ou mais ambifilicos idnicos ou nao idnicos. A microemulsdo de 6leo vegetal com
solventes como etanol, metanol e 1-butanol foi estudada e apresentou resultados
satisfatorios no contetdo de cinzas, de enxofre e de acidos graxos livres, mas a
grande quantidade de depdésitos de carbono, o aumento da viscosidade do 6leo
lubrificante e a ocorréncia de combustdo incompleta em testes de laboratério com
motores a diesel inviabilizaram a sua utilizacdo (Ma e Hanna,1999).

A transesterificacdo, também conhecida como alcodlise, provoca a diminuicao
da viscosidade do 6leo vegetal assim como melhora o desempenho do mesmo em
motores movidos a diesel. Atualmente, o biodiesel é obtido através de reacdes de
transesterificagdo entre um 6leo vegetal e um alcool de cadeia curta na presenca de
catalisador. Alcoois de cadeia curta, como o metanol e etanol, também tém sido
utilizados na tentativa de se excluir os catalisadores da reacdo. O Brasil apresenta
uma vantagem em relacdo aos paises europeus que utilizam metanol na producéo

do biodiesel, pois utiliza etanol que, além de apresentar menor toxidez, é
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proveniente de fontes renovaveis, e é produzido em larga escala no pais por
tecnologia altamente competitiva (Ma e Hanna, 1999; Fukuda et al., 2001; Zhang et
al., 2003; Costa, 2004).

Com relacéo aos catalisadores, a transesterificacdo pode ser realizada tanto
em meio acido quanto em meio basico, porém, ela ocorre de maneira mais rapida na
presenca de um catalisador alcalino que na presenca da mesma quantidade de
catalisador acido, observando-se maior rendimento e seletividade. Também, pode
ser realizada em meio enzimatico, e sem a presenca de catalisadores, em reacfes a
altas pressoes e temperaturas.

O biodiesel pode substituir total ou parcialmente o 6leo diesel de petrdleo em
motores ciclo diesel automotivos como por exemplo caminhdes, ratores, camionetas,
automodveis, ou estacionarios como geradores de eletricidade e calor
(www.biodiesel.gov.br). Experiéncias diversas, muitas delas realizadas na década de
80 do século passado, mostram que ndo sdo necessarias mudancas nos motores,
mesmo com a utilizacdo de biodiesel puro (B100) e muito menos como aditivo,
através da mistura em até 5% (B5).

No Brasil existem diversas fontes potenciais de oleaginosas para a producao
de biodiesel, e isto se deve & ampla diversidade do ecossistema. A cadeia produtiva
do biodiesel tem grande potencial de geracdo de empregos, promovendo assim a
inclusdo social. No Semi—Arido, por exemplo, a renda anual liquida de uma familia a
partir do cultivo de cinco hectares de mamona com uma producdo média entre 700 e
1,2 mil quilos por hectar, varia em torno de R$ 2,5 mil e 3,5 mil.

Para estimular ainda mais esse processo, o Governo Federal langcou o Selo
Combustivel Social, um conjunto de medidas especificas visando estimular a
inclusdo social da agricultura, nessa importante cadeia produtiva, conforme
Instrugdo Normativa n® 01, de 05 de julho de 2005. Em 30 de Setembro de 2005, o
MDA publicou a Instrucdo Normativa n° 02 para projetos de biodiesel com
perspectivas de consolidarem-se como empreendimentos aptos ao selo combustivel
social. O enquadramento social de projetos ou empresas produtoras de biodiesel
permite acesso a melhores condi¢cdes de financiamento junto ao BNDES e outras
instituicdes financeira. As industrias produtoras também terdo direito a desoneracao
de alguns tributos, mas deverdo garantir a compra da matéria-prima, precos pré-

estabelecidos, oferecendo seguranga aos agricultores familiares. Os agricultores
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familiares também terdo acesso a linhas de crédito do Pronaf, por meio dos bancos

que operam com esse Programa, assim como acesso a assisténcia técnica,

fornecido pelas préprias empresas detentoras do Selo Combustivel Social

(www.biodiesel.gov.br/).

A composicdo de alguns acidos graxos de 6leos vegetais e gorduras € listada

na Tabela 3. Como pode ser visto nesta tabela, palmitico (16:0) e estearico (18:0)

sao os dois acidos graxos saturados mais comuns. Da mesma forma, oléico (18:1) e

linoléico (18:2) séo os acidos graxos insaturados mais comuns (Demirbas, 2008b).

Tabela 3: Composicéo de acidos graxos em 6leos vegetais e gorduras.

Matéria - prima 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 Outros
Algodao 28,7 0 0,9 13,0 57,4 0 0
Papola 12,6 0,1 4.0 22,3 60,2 0,5 0
Colza 3,8 0 2,0 62,2 22,2 9,0 0
Acafroa 7,3 0 1,9 13,6 77,2 0 0
Girassol 6,4 0,1 2,9 17,7 72,9 0 0
Gergelim 13,1 0 3,9 52,8 30,2 0 0
Linho 5,1 0,3 2,5 18,9 18,1 551 0
Trigo 20,6 1,0 1,1 16,6 56,0 2,9 1,8
Palma 426 0,3 4.4 40,5 10,1 0,2 1,1
Milho 11,8 0 2,0 24.8 61,3 0 0,3
Risino 1,1 0 3,1 49 1,3 0 89,6
Gordura 23,3 0,1 19,3 42,4 2,9 0,9 2,9
Soja 11,9 0,3 4.1 23,2 542 6,3 0
Amendoim 11,4 0 2,4 48,3 32,0 0,9 4.0
Aveld 4.9 0,2 2,6 83,6 8,5 0,2 0
Noz 7,2 0,2 1,9 18,5 56,0 162 0
Améndoa 6,5 0,5 1,4 70,7 20,0 0 0,9
QOliva 5,0 0,3 1,6 74,7 17,6 0 0,8
Céco 7.8 0,1 3,0 4.4 0,8 0 65,7

" Fonte: Demirbas (2008b).
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Dentre as oleaginosas j& investigadas para a producdo de biodiesel,
destacam-se a soja, 0 girassol, a mamona, o milho, a canola, o babacu, o buriti, o
dendé, o amendoim, entre outras (Ma e Hanna, 1999) e estudos recentes destacam
a utilizacdo de pinhdo manso (Achten et al., 2008; Berchmans e Hirata, 2008). No
entanto, a escolha da oleaginosa a ser utilizada deve considerar o teor em 6leo
vegetal, produtividade e adaptacéo territorial (Ramos et al., 2003). Observando-se
0S aspectos tecnoldgicos e econdmicos, no ambito nacional cada regido apresenta
potencialidade para diferentes tipos de oleaginosas. Por exemplo, no Estado do Rio
Grande do Sul as oleaginosas potenciais sdo a mamona, colza/canola, girassol,
soja, milho, nabo forrageiro, entre outras.

Um fato a ser considerado para baixar custos de fabricacdo e tornar o
biodiesel competitivo, € a utilizacdo de 6leos degomados que apresentam menor
custo que dleos refinados, além da possibilidade da reciclagem de 6leos de fritura na
producdo deste biocombustivel (Akgun e lyscan, 2007; Silva, 2009). Conforme
Demirbas (2009a), os custos de producdo do biodiesel podem variar bastante
conforme a matéria-prima, o processo de conversdo, a escala da producédo e a
regido. A média internacional dos precos dos Oleos vegetais virgens e usados como
matéria-prima para a producgéo de biodiesel em 2007 € apresentada na Tabela 4.

Tabela 4: Precos médios internacionais dos 6leos vegetais virgens e usados como

matéria-prima para a producéo de biodiesel em 2007.

Matéria — prima E.U.$/ton
Oleo de palma 703
Oleo de colza 824
Oleo de soja 771
Residuos de Oleo de cozinha 224

Fonte: Demirbas (2008a).

O custo da matéria-prima é um fator importante na viabilidade econdmica da
producdo de biodiesel. Custos de matéria-prima tipicamente respondem por 80%
dos custos totais de producdo de biodiesel. No entanto, o preco dos dleos
alimentares usados (ou 6leos de fritura usados) € 2,5-3,0 vezes mais baratos do que
0S Oleos vegetais virgens, portanto, pode reduzir significativamente o custo de
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producao total de biodiesel (Demirbas, 2009b). Patil et al. (2010) apontam que um
grande obstaculo na comercializacdo de producdo de biodiesel a partir de Oleo
vegetal comestivel € o seu alto custo de producéo, devido ao alto custo da matéria
prima, mostrando que uma alternativa promissora € o uso de residuos de 6leo de
cozinha.

Com relagdo ao &lcool a ser utilizado como agente de transesterificagéao,
podem ser utilizados metanol, etanol, propanol ou butanol; sendo o metanol e o
etanol os mais empregados (Macedo e Macedo, 2004).

Em termos nacionais, o etanol destaca-se como forte candidato para ser
utilizado como substrato, devido a grande disponibilidade deste produto e por ser
obtido de fontes renovaveis. Segundo dados da Agéncia Nacional do Petroleo
(ANP), o Brasil esta entre os principais produtores de etanol, e do ponto de vista
econdmico, a viabilidade do emprego do biodiesel esta relacionada com o
estabelecimento de um equilibrio favoravel na balanca comercial brasileira, visto que
o diesel é o derivado de petréleo mais consumido no Brasil, e que uma fracao
crescente desse produto vem sendo importada anualmente.

A entrada do novo combustivel no mercado permitiria a reducdo da
importacdo do diesel e o incentivo no desenvolvimento da pesquisa e da industria
nacional de equipamentos. Em termos ambientais, a adogdo do biodiesel, mesmo
gue de forma progressiva, ou seja, em adicdes de 2% a 5% no diesel de petréleo,
resultardo em uma reducado significativa no padrdo de emissdes de materiais
particulados, 6xidos de enxofre e gases que contribuem para o efeito estufa (Ramos
et al., 2003 citado por Silva, 2009).

3.9. Técnicas de producéao de biodiesel

Na atualidade, o biodiesel é produzido mundialmente em larga escala através
da transesterificacdo de O6leos vegetais empregando catalisadores quimicos
homogéneos (acidos e bases). Porém, as exigéncias de remocao do catalisador e a
guantidade excessiva de energia empregada sao as principais desvantagens de tal
processo quimico (Mamuro et al., 2001).

Dentre os processos para producao de biodiesel, trés deles tém sido mais

intensamente investigados na tentativa de superar tais desvantagens e permitir a
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utilizacdo de 6leos vegetais como matériaprima: a pirélise, a micro emulsificacéo e a

transesterificacdo enzimatica (Fukuda et al., 2001).

3.9.1 - Pirdlise

A pirélise ocorre pela mudanca quimica causada pela aplicacdo de energia
térmica na presenca de ar ou nitrogénio. Muitos investigadores estudaram a pirolise
de triglicerideos com a finalidade de obter combustiveis satisfatérios para os
motores diesel. A decomposicdo térmica dos triglicerideos produz combinacdes de
vérias classes, incluindo alcanos, alquenos, alcadienos e acidos carboxilicos.
Diferentes tipos de Oleos vegetais conduzem a diferengas significativas em
composicdo, quando estes sdo submetidos ao tratamento térmico (Fukuda et al.,
2001).

Os produtos da pirélise possuem baixa viscosidade e um alto nimero de
cetano comparados aos 6leos vegetais puros. Porém, enquanto 6leos vegetais que
sofrem pirdlise possuem quantidades aceitaveis de enxofre e agua, eles séo
inaceitaveis em termos de cinza, residuos de carbono e ponto de névoa. Embora os
produtos formados sejam quimicamente semelhantes aos derivados de petrdleo,
cabe salientar o dificil controle da composicdo do produto final obtido. E provavel
que os mecanismos de decomposi¢do térmica dos triglicerideos sejam complexos
por causa das muitas estruturas e multiplicidade de possiveis reacdes que podem

ocorrer com os triglicerideos neste processo (Ma e Hanna, 1999).

3.9.2 — Micro-emulsificacao

O uso de micro emulsées com solventes como metanol, etanol e 1-butanol é
utilizado como meio de resolver o problema de viscosidade alta dos 6leos vegetais.
As micro emulsdes sdo isotropicas, claras ou translicidas, dispersdes
termodinamicamente estaveis de Oleo, um surfactante e freqientemente uma
molécula anfifilica pequena, chamada de cosurfactante (Fukuda et al., 2001).

Combustiveis a base de micro emulsbes as vezes sdo também conhecidos
pelo termo “combustiveis hibridos” (Knothe et al., 2002). As micro emulsdes podem
ser classificadas como néo-iGnicas ou ionicas, dependendo do surfactante presente
(Knothe et al., 2002). O uso de micro emulsdes tem a desvantagem de levar a

formacao de depdsitos de carbono.
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3.10. Vantagens e desvantagens: Biodiesel x diesel

Quando se fala em Biodiesel, uma das suas grandes vantagens é sua
adaptabilidade aos motores do ciclo diesel, diferindo, assim, de outros combustiveis
limpos como o gas natural ou biogas, que requerem adaptacdo dos motores. Sua
viabilidade, do ponto de vista econdmico, esta relacionada a substituicdo das
importacdes e as vantagens ambientais inerentes tais como a redugédo de emisséo
de materiais particulados, de dioxido de carbono (CO,), e de dioxido de enxofre
(SOy), os quais sdo gases responsaveis pelo efeito estufa e chuva acida.

O biodiesel € um combustivel que além de ndo conter enxofre, reduz
significativamente as emissfes de hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (PAH’s) e
de aldeidos, cujas emissGes sdo compensadas pelo aumento da emissdo de
acroleina, evitando custos com saude publica, e podendo gerar recursos
internacionais no mercado de carbono (Dermirbas, 2003; Holanda, 2004; Vicente et
al., 2004).

O biodiesel oferece diversas vantagens ambientais e de seguranga quando
comparado com o diesel. A densidade € similar, logo, mistura-se de modo excelente
com o diesel e ndo requer novos postos de abastecimento. Também apresenta um
ponto de fulgor muito mais alto, o que diminui a possibilidade de produzir vapor de
ar/combustivel, possui melhor qualidade de igni¢do, pois apresenta elevado teor de
cetanos, que € um indicador importante na qualidade do combustivel para motores
de compresséo interna (Knothe, 2005; Zappi et al., 2003). Seu armazenamento e
manipulacdo sao, portanto, mais seguros que o do diesel. O biodiesel também é
superior ao diesel no que diz respeito a sua natureza nao toxica e ao fato de ser
biodegradavel. O biodiesel é degradado aproximadamente em 95% num periodo de
30 dias, causando poucos problemas em caso de derramamento acidental e para a
saude do trabalhador. Por produzir menor quantidade de gases do efeito estufa por
unidade de energia utilizavel e, pela emissdo de CO;, ser inferior ao limite fixado
pelas plantas que originaram o combustivel, pode contribuir significativamente para
a reducdo do efeito estufa. O biodiesel apresenta também contetudo praticamente

nulo de enxofre (Fukuda et al., 2001; Bondioli, 2004).
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Além das vantagens ambientais, a introducdo de um novo mercado de
biodiesel no mundo tera grande impacto econémico. Os paises produtores serao
beneficiados com a reducdo da dependéncia de importacbes de combustiveis
fosseis, especialmente para o setor de transportes. Incentivos em impostos séo
compensados por um retorno de 60 a 70% através de reducdo na importagcéo e do
surgimento de novos impostos devido a novas atividades industriais. Atividades
industriais essas, que também serdo responsaveis pela oferta de novas vagas de
emprego (Van Dyne et al., 1996; Encinar et al., 1999; Leung, 2001; Antolin et al.,
2002; Vicente et al., 2004).

Além do surgimento de novos empregos na industria, a expansao da
demanda por produtos agricolas devera gerar oportunidades de emprego e renda
também para a populacdo rural, pois € vital uma reestruturacdo do sistema
produtivo, demonstrando a necessidade por inovacfes produtivas, inserindo-se ai a
constituicio de uma cadeia competitiva do biodiesel como resposta de
desenvolvimento local ante ao desafio global.

Dentre as desvantagens que o biodiesel apresenta, pode-se destacar:

- Ligeiro aumento no teor de NOX. Nos motores a diesel as emissdes de NOX,
estdo relacionadas com baixos numeros de cetano, sdo mais elevadas quando
biodiesel é utilizado, apesar de ésteres de acidos graxos apresentarem valores
relativamente altos de namero de cetano. As emissdes de NOx crescem com 0O
aumento da insaturacdo dos ésteres e com a diminuicdo das cadeias, o que as
relaciona com o numero de cetano. (Knothe, 2005).

- Maior solubilidade em &gua o que aumenta o risco de corroséo.

- Excesso de glicerina no mercado.

Os usos mais comuns do glicerol no ramo alimenticio incluem: bebidas, balas,
doces, bolos e comida desidratada para animais. Como intermediario, também ¢é
utilizado na producdo de margarinas, sobremesas congeladas e revestimento para
alimentos. No ramo farmacéutico, o glicerol é amplamente utilizado em capsulas,
supositorios, medicamentos para infecgcdo de ouvido, anestésicos, medicamentos
para tosse, emoliente para pele e como veiculo para antibioticos e anti-sépticos.

A industria de cosmeéticos aproveita a ndo toxicidade, a capacidade de nao
provocar irritacoes e o fato de ndo possuir odor, utilizando o glicerol como agente

umedecedor e emoliente em pasta de dente, cremes e lo¢des para a pele, creme de
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barbear, desodorante e maquiagem. E utilizado também para manter o tabaco tmido
e macio durante o processamento para impedir a quebra de suas folhas, assim
como para adicionar sabor em tabaco de cachimbo e na producdo dos filtros de
cigarros. Na industria de papéis, ele é utilizado para reduzir o encolhimento durante
a producdo do mesmo, além de ser aplicada na producdo de papéis a prova de
graxa, embalagem para alimentos e na fabricagéo de tintas para impressoras (Zappi
et al., 2003; Bondioli, 2004; Bungay, 2004; Camargos da Silva, 2005).

3.11. Aimportancia industrial dos ésteres

Os ésteres sdo considerados uma das classes mais importantes de
compostos organicos e podem ser obtidos através de diferentes metodologias: 1)
reacao entre alcoois e acidos carboxilicos (esterificacdo) com a eliminacdo de agua;
2) reacdes de interesterificacdo, onde ocorrem trocas de grupos acilas entre ésteres
e &cidos carboxilicos (aciddlise), entre ésteres e alcoois (alcdlise) ou glicerobis
(glicerdlise) e entre ésteres (transesterificacdo); 3) através de fontes naturais por
destilacao e extracdo com solventes adequados ou por processos gquimicos e mais
recentemente por biocatalise (Adachi e Kobayashi, 2005; Givenca et al.,, 2002;
Chowdary et al., 2001; Alvarez-Macarie e Baratti, 2000).

Os processos enzimaticos apresentam inumeras vantagens em relacdo aos
processos quimicos industriais, conforme descrito anteriormente no item 2.1.5. Por
isso, a sintese enzimética do oleato de etila e de outros ésteres do acido oléico em
solventes organicos tém sido estudada utilizando-se lipases de pancreas de porco e
de varias fontes microbianas, como as de Mucor miehei, Chromobacterium
viscosum, Rhizopus oligospores, R. delemar, R. arrhizus, Candida rugosa,
Penicillium simplicissium e Pseudomonas cepacia (Burkholderia cepacia) (Bucala et
al., 2006; Foresti e Ferreira, 2005; Foresti et al., 2005; Hazarika et al., 2002; Maria et
al., 2002).

Os produtos resultantes de acidos e alcoois de cadeia curta (2-8 atomos de
carbono) sdo importantes componentes de aromas e flavorizantes utilizados nas
industrias de alimentos, bebidas, cosméticos e medicamentos. Ja os produtos de
esterificacdo de acidos carboxilicos de cadeia longa (12-20 atomos de carbono) com
alcoois de cadeia longa séo utilizados como lubrificantes e plastificantes em

maquinas de alta precisdo. Os ésteres resultantes das reacdes entre &cidos de
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cadeia longa com alcoois de cadeia curta (2-8 atomos de carbono) séo utilizados
nas industrias como aditivos em alimentos, detergentes, cosméticos e em
medicamentos (Glvenca et al., 2002). Os ésteres de sacarose, por exemplo, sdo
conhecidos como bons emulsificantes no campo da industria alimentar, farmacéutica
e cosmeética; o palmitato de isopropila € usado em preparacfes medicinais para
cosmeéticos, nas quais € necesséaria uma boa absor¢cdo do produto através da pele.
Os ésteres de acidos graxos de cadeia longa, como o0s oleatos, palmitatos e
linolenatos séo os principais constituintes do biodiesel. O oleato de etila, estudado
neste trabalho, é utilizado como aditivo biolégico, plastificante do policloreto de vinila

(PVC), agente resistente a agua e como fluido hidraulico (Hazarika et al., 2002).

3.12. Catalise enzimatica em ultrassom

O ultrassom foi descoberto em 1880 por Curie enquanto estudava o efeito
piezoelétrico e 14 anos depois Thornycroft e Barnaby observaram que, na propulsédo
de misseis, uma fonte de vibracdo era gerada causando implosdo de bolhas e
cavidades na agua, fendbmeno que ficou conhecido como cavitacdo. Entretanto,
somente em 1912 quando Langevin desenvolveu o SONAR (Sound Navigation And
Ranging), um aparelho capaz de medir a profundidade do mar, que as ondas na
freqiéncia de ultrassom foram aplicadas comercialmente. Em 1927, os efeitos
destas ondas foram observados em sistemas quimicos e biolégicos e em 1950 os
primeiros aparelhos geradores de ultrassom foram comercializados (Martinez et al.,
2000).

O banho e a sonda de ultrassom ou ponteira ultrassénica séo, basicamente,
os dois tipos de aparelhos geradores de ondas ultrassonoras (Figuras 6 e 7). A fonte
de energia ultrassonora é uma ceramica piezoelétrica disposta entre duas chapas
metalicas, este sistema constitui o transdutor piezoelétrico. O gerador de frequéncia
transmite um sinal a ceramica piezoelétrica, que transforma ondas elétricas em
ondas mecanicas; as chapas metalicas amplificam estes sinais; o transdutor
transmite os impulsos ultrassonoros ao meio reacional (Barbosa e Serra, 1992).

No banho, o transdutor é diretamente preso no fundo da cuba do aparelho e a
energia ultrassonora € transmitida através de um liquido, normalmente agua. Neste
caso, ha muita dispersdo de energia ultrassonora, e consequentemente, menor

7

influéncia nos sistemas reacionais. Na sonda, o transdutor é acoplado na
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extremidade do equipamento e entra em contato direto com o sistema reacional, por
isso geralmente é mais eficiente (Barbosa e Serra, 1992).

As ondas sonoras dos equipamentos de ultrassom sdo ondas mecanicas
produzidas por deformacdes provocadas pela diferenca de pressdo em um meio
elastico ou deformével como ar, metais, isolantes, agua, entre outros. Estas ondas
necessitam de um meio para se propagar, isto é, ndo se propagam no vacuo (Maia
et al., 2000).

- ponteira
mistura reacional
agua+detergente !_
tubo de descarga
tanque de ago -
E produtos e
-
- Orificio
-
\ -
|
aquecedor I __}
(opcional) ‘
transdutores reagentes
Figura 6: Banho de ultrassom. Figura 7: Ponteira ultrassonica.

Segundo Mason (2007), o ultrassom pode ser classificado de acordo com o
nivel de frequéncia em:
a) Alta frequéncia e baixa poténcia (2-10MHz de ultrassom), utilizado em
diagndstico de imagem e andlises quimicas;
b) Baixa frequéncia e alta poténcia (20-100kHz de ultrassom), utilizado para a
sonoquimica.
Nos ultimos anos tém sido relatados estudos com a utilizacdo de ultrassom
em reacfes quimicas, bem como em outras areas da ciéncia. Ultrassom é
considerado uma tecnologia "verde" devido a sua alta eficiéncia, baixos requisitos
instrumentais, reducgéo significativa do tempo de processamento em comparagao
com outras técnicas convencionais e por, geralmente, possuir um desempenho

economicamente viavel (Mason, 2007).
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A aplicacdo das ondas sonoras de alta poténcia se d& nas areas da Biologia
(homogeneizacdo, rompimento de células), Engenharia (limpeza de metal,
soldagem, refinamento de metal, perfuracdo), Industrial (filtracdo, degaseificacao,
cristalizacdo, dispersdo de solidos, emulsificacéo, etc), Fisica (cavitacdo, fendbmeno
de ondas acusticas, velocidade do som), Polimeros (polimerizacgéo,
despolimerizacdo, degradacdo do peso molecular), entre outros (Martinez et al.,
2000).

Nas reacfes quimicas, o ultrassom de alta poténcia € o mais usado, pois
pode produzir cavitacdo e/ou formagdo de microfluxos em liquidos, aquecimento e
ruptura de solidos, além de conferir instabilidade nas interfaces liquido-vapor,
liquido-liquido e liquido-sdlido (Boldyrev, 1995).

A cavitacdo, fenbmeno de formacao e subsequente colapso de microbolhas
de gas em um liquido, € a principal responsavel pelos efeitos sonoquimicos
(Mizukoshi et al., 1999; Raso et al.,, 1999). Quando atinge um tamanho critico, a
cavidade implode-se liberando calor e pressdo muito elevados em intervalos curtos
de tempo e em locais especificos do liquido (Korn et al., 2003).

Na cavitacdo, dois tipos de bolhas sédo formados: as estaveis e as transitérias.
As primeiras oscilam no meio e seu volume cresce com a penetracdo de gas
dissolvido no liquido, na fase de descompresséo. Elas precisam de varios ciclos de
expansao e compressao para atingir o volume critico e podem tornar-se transitérias,
gue sao as bolhas com tempo de vida curto, de poucos ciclos, que implodem na fase
de compresséo, sendo, entdo, responsaveis pela cavitacdo (Sinisterra, 1992).

Existem muitos fatores que afetam a cavitagdo: presenca de gas dissolvido,
frequéncia de irradiacdo, temperatura, viscosidade, tensdo superficial, presséo
externa e presenca de particulas em solucdo (Raso et al., 1999).

Estudos em sistemas homogéneos indicam que existem duas regides de
reatividade. A primeira corresponde a fase gasosa dentro da bolha, denominada
“ponto quente”, onde se inicia a implosao cuja eficiéncia depende da volatilidade do
solvente. Ja a segunda, trata-se de uma fina camada liquida em volta da bolha (Liu
et al.,2008).

Em sistemas heterogéneos, a destruicdo da bolha ocorre assimetricamente
originando um jato de liquido em direcdo a superficie sélida, podendo causar eroséo

localizada. Mas existem também microfluxos de liquidos que acabam por favorecer o
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transporte de massa entre a fase liquida e a superficie solida, acelerando algumas
reacdes quimicas (Liu et al., 2008).

Quando em sistemas com liquidos imisciveis, este colapso das microbolhas
pode promover uma eficiente agitacdo. Com o aumento na velocidade de formacao
de goticulas microscoépicas, com aumento da superficie de contato e das forcas
coesivas podem ser formadas ainda microemulsfes. Espécies reativas e a indugéo
de mudancas conformacionais na estrutura de proteinas também podem ocorrer (Liu
et al., 2008).

A irradiagdo por ultrassom também pode ser um método alternativo para
reduzir as limitagdes da transferéncia de massa substrato-enzima, assim como pode
proporcionar mudancas conformacionais na estrutura de proteinas. O efeito fisico do
ultrassom em processos biotecnoldgicos consiste principalmente na alteracdo da
temperatura e pressdo do micro-ambiente em funcdo do efeito cavitacional (Babicz,
2009).

Entretanto, a temperatura pode agir como o fator limitante mais comum para o
uso de ultrassom nas reacfes bioquimicas, uma vez que as enzimas podem ser
inativadas termicamente. E preciso destacar que a inativagdo n&o ocorre em todos
0S casos, pois o efeito do ultrassom pode ser destrutivo ou construtivo dependendo
da intensidade das ondas.

No entanto, até o presente momento ndao se conhece o verdadeiro potencial
do ultrassom, devido a falta de conhecimento sobre os exatos efeitos moleculares do
ultrassom em enzimas e células vivas. Nas aplicacdes em enzimas, o ultrassom tem
mostrado um aumento na estabilidade e atividade catalitica da enzima, bem como a
longevidade de biocatalisadores enzimaticos. No entanto, uma melhor compreensao
do efeito do ultrassom nas propriedades das enzimas torna-se necessaria para
desenvolver biocatalisadores mais eficientes com aumento da atividade e
estabilidade em longo prazo (Rokhina et al., 2009).

Nos ultimos anos tém sido relatados estudos com a utilizacao de ultrassom em
reagcbes quimicas, bem como em outras éareas da ciéncia visando a
homogeneizacdo, rompimento de células, emulsificacédo, esterilizacdo, cavitacéo,

limpeza, soldagem entre outros.
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3.13. Producéo enzimatica de biodiesel em ultrassom

A utilizacdo de ultrassom em reacdes quimicas possui algumas vantagens,
entre elas: reducdo do tempo de reacédo; reducdo da quantidade de reagentes;
aumento de rendimento; seletividade e favorecimento de reagbes que normalmente
nao ocorrem em condicdes normais (MARTINEZ, 2000). Os efeitos fisicos do
ultrassom que devem ser considerados em processos biotecnoldgicos sdo o
aumento da temperatura, a melhor transferéncia de massa e a cavitagédo
(SINISTERRA, 1992).

Biodiesel (ésteres monoalquilicos de &cidos graxos), produzidos a partir de
Oleos vegetais, gorduras animais e 0leos de microalgas por transesterificacdo ou
esterificagdo com alcoois de cadeia curta, tem sido visto como promissora fonte
renovavel de combustivel devido a sua biodegradabilidade, baixa toxicidade,
renovabilidade e menor dependéncia de produtos petroliferos (Encinar, 1999).

O processo de producdo de biodiesel utilizando ultrassom vem como
alternativa ao processo convencional de produgédo, uma vez que as cavitacdes
(formacdo, aumento e implosdo de bolhas no meio reacional) geradas pelo
ultrassom, aumentam a miscibilidade entre os reagentes, fornecem energia
necessaria para a reacao, reduzem o tempo de reacdo e a quantidade de reagentes
necessaria e aumentam o rendimento e a seletividade da reagéo (Yu et al., 2010).

Tem sido relatado que o ultrassom exerce um efeito significativo sobre a
transesterificacdo enzimatica. A irradiacdo de ultrassom vem sendo estudada para
producdo de biodiesel utilizando enzimas, como a Novozym 435 (Sinisterra, 1992;
Yu et al., 2010), bem como o uso de catalisadores acidos ou basicos (Deshmane et
al.,, 2009; Mahamuni et al.,, 2009). No entanto, pouca investigacdo tem sido
apresentada até a presente data sobre as aplicacdes de irradiagdo de ultrassom na
producao de biodiesel catalisada por lipases.

Yu et al. (2010) estudaram a producéo de biodiesel com Oleo de soja e metanol
em sitema de ultrassom utilizando como catalisador a enzima Novozym 435. Nas
condi¢cbes oOtimas de 50% da energia ultrassbnica (500W e frequéncia de irradiacao

de 40 kHz), 50% de vibracao, teor de agua de 0,5%, razdo molar de 1:1 alcool terc-
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amil/volume de 6leo, razdo molar 6:1 metanol/6leo, 6% de Novozym 435 e 40°C,
rendimentos de 96% em ésteres metilicos de acidos graxos foram obtidos. Nestas
condicles, a enzima nao apresentou perdas de atividade durante os reciclos.

Kumar et al. (2011) avaliaram a producdo de ésteres metilicos através da
metanolise do 6leo de pinhdo manso onde foi utilizada uma lipase imobilizada obtida
a partir Anterobacter aerogenes, como catalisador e um sistema de ultrassom. Foi
avaliado o efeito do tempo (20-35 min), da razdo molar 6leo/metanol (1:3 — 1:5), da
concentracdo do catalisador (3 — 6%, com base no peso de 6leo) e da amplitude e
ciclo do ultrassom (30 — 60% para amplitude e 0.3 — 0.9s para o ciclo). A condi¢cao
Otima obtida foi em 30 min de reacdo, razdo molar 6leo/metanol de 1:4,
concentracdo do catalisador de 5 wt%, ultrassom com amplitude de 50% e ciclos de
0.7s (cada segundo). Nestas condicdes otimizadas obteve-se o rendimento maximo
= 84,5% de biodiesel.

3.14. Consideracdes sobre o estado da arte

Na revisdo bibliografica apresentada neste capitulo, procurou-se relatar o
estado da arte a respeito da producdo de biodiesel por transesterificacdo enziméatica.
As matérias-prima que sao utilizadas na producéo de biodiesel sdo o 6leo de soja e
o etanol, uma vez que o Brasil € auto-suficiente na producéo de etanol e conforme
dados da literatura, o Brasil possui tradicdo no cultivo da soja, além de capacidade
de esmagamento e cadeia produtiva bem estabelecida, uma vez que o 6leo de soja
representa 89,2% da producdo brasileira de 6leos vegetais. Avalia-se que paralelo
ao excedente do 6leo de soja no mercado, verifica-se a crescente demanda de 6leos
vegetais para a producdo de combustiveis alternativos, devido a necessidade
emergente de implantacdo de unidades produtoras de biodiesel. Diante desse
cenario, o uso do 6leo de soja para a producao de biodiesel torna-se uma alternativa
interessante no contexto nacional atual. A mesma situacéo se aplica a utilizacao de
etanol como substrato para producdo de biodiesel em substituicdo ao metanol,
alcool convencionalmente utilizado para tal fim.

O emprego de enzimas como catalisadores nas reacdes de producdo de
biodiesel apresenta muitas vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos
homogéneos. Varios pesquisadores relatam o uso de enzimas aplicadas as reacdes

de transesterificacdo em solventes organicos. No entanto, poucos trabalhos tém sido
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apresentados na literatura no que se refere a producdo enzimética de biodiesel em
meio organico, com auxilio de ultrassom, como tentativa a reduzir a resisténcia a
transferéncia de massa neste sistema reacional. Este fato, aliado a fundamentacao
tedrica apresentada neste capitulo, permite justificar plenamente a realizacdo deste
trabalho, cujo maior objetivo reside no estudo da producdo enzimatica de biodiesel
sem solvente organico em banho de ultrassom, no que diz respeito a otimizacao das
condi¢cBes operacionais do processo fazendo uso da ferramenta do planejamento de
experimentos e avaliacdo do reuso do catalisador na condicdo otimizada do

processo.
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Capitulo 4 - MATERIAIS E METODOS

No presente capitulo serdo apresentados os materiais e métodos utilizados no
desenvolvimento de cada etapa deste trabalho, bem como os procedimentos
laboratoriais adotados durante a fase experimental, englobando desde os testes
preliminares até a estratégia adotada para a otimizacdo do processo de obtencéo de

biodiesel enzimatico em banho de ultrassom.

4.1. Materiais

Para a realizacdo deste trabalho, nas reacfes de transesterificacao utilizou-se
como substratos Oleo de soja comercial (Marca Soya) sem nenhum tratamento
prévio, alcool etilico (Merck, 99,9 % de pureza) e a enzima comercial Novozym 435,
produzida a partir da lipase de Candida antarctica, imobilizada em resina acrilica
macroporosa de troca ibnica, produzida pela Novozymes Brasil/ Araucaria-PR. A
enzima atua randomicamente nas 3 posi¢cdes do triglicerideo.

A lipase imobilizada é constituida por particulas de formato esferoidal, com
didmetro de particula entre 0,3 e 0,9mm, e densidade de aproximadamente
430kg/m?>. Esse produto é fornecido com quantidade de agua entre 1 e 2% (NOVO
NORDISK, 1992).

Na quantificacdo dos produtos da reacéo foram usados padrdes comerciais
dos ésteres majoritarios do biodiesel de soja e o padrdo interno heptadecanoato de
metila, com procedéncia Sigma-Aldrich e como solvente n-heptano (Sigma-Aldrich,
99,9% de pureza).

Para a determinacdo da atividade enzimatica o0s seguintes
reagentes/solventes foram utlizados: acetona P.A ACS (Vetec, 99,5%), alcool etilico
(Merck, 99,9 % de pureza) e hexano (Nuclear, P.A). Acido laurico (Vetec, 98% CG) e
alcool n-propilico normal (Nuclear, P.A 99,5%) foram utilizados como substratos para

dosagem da atividade de esterificacao das lipases.
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4.2. Procedimento experimental
4.2.1 - Estudo cinético prévio (destrutivo)

Os experimentos para producdo enzimatica de biodiesel foram realizados em
um banho de ultrassom (Unique ultraSonic Cleaner, modelo: USC-1800A, frequéncia

US: 40KHz, poténcia US: 132W), conforme apresentado na Figura 8.

Figura 8: Aparato experimental utilizado para a producdo enzimatica de biodiesel

enzimatico em banho de ultrassom.

Inicialmente realizou-se um estudo cinético prévio (destrutivo), para
determinar o melhor tempo de reacdo, onde os experimentos foram realizados em
um baldo de 50mL, onde foi colocado 20% da enzima Novozym 435 (p/p em relagao
a massa de substratos) na razdo molar 6leo/etanol de 1:3, temperatura de 70°C e
poténcia de ultrassom correspondente a 40% da capacidade maxima do
equipamento (132W). Esta condicao foi avaliada tendo em vista resultados prévios
obtidos por nosso grupo de pesquisa, relativos as conversfes satisfatorias em
biodiesel, a partir de 6leo de soja e etanol, em sistema organico (n-hexano), sem

ultrassom.
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Experimentos destrutivos foram realizados, sendo a amostragem realizada
nos tempos de 15 e 30 minutos e 1, 2, 4, 6 e 8 horas de reacdo, em meio reacional

livre de solvente organico.

4.2.2 - Planejamento de experimentos
4.2.2.1 - Planejamento Plackett & Burman

Apoés determinar o tempo a ser fixado nesta etapa do trabalho, realizou-se
um delineamento de Plackett & Burman (PB-12) com 12 ensaios, apresentando
ponto central em triplicata, onde foi avaliada a influéncia de cinco variaveis
(Temperatura 40 a 70°C; Raz&o Molar (6leo/etanol) 1:3, 1:6,5 e 1:10; Concentragdo
da Enzima Novozym 435 de 5 a 20% (p/p em relacdo aos substratos); Poténcia 40,
70 e 100% e Concentracdo de Agua de 5% a 10% (p/p em relacdo aos substratos),
mantendo-se fixo o tempo de reacdo em 1 hora. As variaveis estudadas e o0s
respectivos niveis sdo apresentados na Tabela 5. Os resultados foram analisados
usando o software Statistica® 7.0 Statsoft Inc., e através do grafico de Pareto,

determinaram-se as variaveis significativas e nao significativas.

Tabela 5: Variaveis e niveis estudados no planejamento Plackett & Burman para
producdo enziméatica de biodiesel em sistema livre de solvente organico e em banho

de ultrassom.

Variaveis Independentes Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 40 55 70
Razao molar 6leo:etanol 1:3 1:6,5 1:10
[E] (%p/p, em relacdo a massa de substratos) 5 12,5 20
[H20] (%p/p, em relacdo a massa de substratos) 0 5 10
Poténcia (%) 40 70 100

4.2.2.2 - Delineamento composto central rotacional 2°

Apdés andlise estatistica do planejamento experimental apresentado
anteriormente, realizou-se um delineamento composto central rotacional 2% (DCCR),
totalizando 11 experimentos, visando otimizar a conversdo em biodiesel no sistema
reacional estudado. O tempo total de reacdo foi fixado em lhora e as faixas de
temperatura e concentracdo de enzima estudadas nesta etapa sdo apresentadas na

Tabela 6. Os resultados foram analisados usando o software Statistica® 7.0 Statsoft

57



Capitulo 4 - Materiais e Métodos

Inc., e através da analise de superficie de resposta, determinaram-se os valores

Otimos destas variaveis para maxima producéo de biodiesel.

Tabela 6: Variaveis e niveis estudados no planejamento no planejamento fatorial
completo 22, para otimizacdo da producéo enzimética de biodiesel em sistema livre

de solvente e em banho de ultrassom.

Variaveis Independentes Niveis
-1,41 -1 0 1 1,41
Temperatura (°C) 60 63 70 77 80

[E] (%p/p, em relagdo a massa de 10 13 20 27 30
substratos)

4.2.3 - Estudo cinético em termos de concentracdo de enzima

Em seguida, realizou-se um estudo cinético para verificar a concentracdo de
enzima que conduzisse a maior conversdao em biodiesel. Com a condicdo ja
otimizada através do delineamento composto central rotacional 2° (DCCR), em 70°C,
40% de poténcia de 132W e razao molar (6leo:etanol) 1:3, foi variado o tempo em 15
e 30 minutos e em 1 a 6 horas e a concentracdo da enzima em 10%, 20%, 25%,
30% e 40% (p/p).

4.2.4 — Avaliacéo do reuso do biocatalisador Novozym 435

Para realizacdo do reuso da enzima Novozym 435, foi utilizada a condicdo
experimental de 1 hora de reacdo, 70°C, 40% de poténcia de 132W, razao molar
(6leo:etanol) 1:3 e concentracdo de enzima de 20% (p/p em da enzima Novozym
435, em relacdo a massa de substratos).

Para recuperar a enzima ao final de cada reacdo, o biocatalisador
imobilizado foi separado do meio reacional por filtracdo com papel de filtro. Em
seguida, realizou-se duas lavagens com 10mL de hexano e filtrou-se a vacuo a
suspensao obtida. Este procedimento € uma variacdo do método desenvolvido por
Castro e Anderson (1995), que utiliza heptano. Apos este procedimento a amostra
foi evaporada no rotavapor (marca Fisatom, modelo 550). Posteriormente secou-se
a enzima em estufa (modelo JP 101, marca J. Prolab) a 40°C durante 1 hora. A

enzima recuperada foi mantida em dessecador por 24 horas. ApOs este periodo, a
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atividade da mesma foi determinada para verificar possiveis perdas durante a
reacdo e torna-la apta para a reutilizacao.

A medida de atividade foi realizada no inicio e no final das reagcdes com a
enzima recuperada. Antes de iniciar o procedimento de medida de atividade, as
enzimas imobilizadas foram secas em estufa a 40°C durante 1 hora (Oliveira, et al.,

2006), para eliminacao de possivel umidade livre.

4.2.5 - Determinacéao da atividade enzimatica de lipases

O procedimento adotado para a determinacdo da atividade da enzima
Novozym 435, foi descrita por Feirhmann (2005). Sucintamente, a atividade da
enzima foi quantificada pelo consumo de acido laurico na reacdo de esterificacao
entre o acido laurico e alcool n-propilico, a temperatura de 60°C, com a enzima
(0,195g) mantida sob agitacdo por 40 minutos. A reacgdao foi iniciada pela adicdo da
enzima ao meio reacional, em um reator de vidro aberto de 20mL, provido de
agitagdo magnética e conectado a um banho termostatico. Aliquotas de 150uL, em
triplicata, foram retiradas do meio reacional no tempo zero e ap6s 40 minutos de
reacdo e foram diluidas em 20mL de acetona-etanol (1:1) com finalidade de cessar a
reacdo e a extracdo dos acidos restantes. A quantidade de acido laurico consumido
foi determinada por titulagio com NaOH 0,01N. Uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que conduz ao consumo de 1mmol de acido
laurico por minuto nas condi¢des experimentais descritas.

A Equacdo 1 abaixo foi empregada para o calculo da atividade da lipase:

Equacéo (1)

Onde:

N = normalidade da solucdo de hidroxido de sédio

VO = volume de hidroxido de sddio gasto na titulacdo da amostra no tempo zero (mL)
V40 = volume de hidréxido de sédio gasto na titulacdo da amostra apos 40 minutos
de reacéo (mL)

m = massa de enzima utilizada na reacéo (g)

t = tempo de reacéo (min)
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4.2.6 - Quantificacdo dos ésteres etilicos de acidos graxos
Apés a coleta das amostras procedia-se a evaporacdo do alcool etilico ndo
reagido e do hexano utilizado para lavar a enzima em rotavapor (Marca Fisatom,

modelo 550) na temperatura de 60°C, conforme Figura 9.

Figura 9: Aparato experimental utilizado para a evaporagdo do alcool etilico ndo

reagido e hexano apoés lavagem da enzima.

Para a quantificacdo de ésteres de acidos graxos as amostras foram
previamente preparadas, transferindo-se 250mg das mesmas para um baldo
volumétrico de 10mL completando o volume até o menisco do mesmo com n-
heptano. Apds, transferia-se uma aliquota de 50uL desta solugdo para um baldo
volumétrico de 1mL e adicionava-se 50uL do padréo interno heptadecanoato de
metila (C17:0) na concentracdo de 5000mg/L e completava-se o volume com n-
heptano. As amostras de cada experimento foram preparadas em triplicata.

Preparo de padréo interno: Uma aliquota de 0,05 g de heptadecanoato de
metila foi transferido para um baldo volumétrico de 10 mL e aferido o volume com
heptano.

Em relacao ao método cromatografico utilizado para quantificacdo dos ésteres
de &cidos graxos utilizou-se o método conforme a norma EN 14 103 (2001). Sendo
que 0 mesmo consiste na inje¢cdo de amostras (1ImL) em um cromatografo gasoso

com detector de ionizagcéo de chama (CG/FID Shimadzu modelo GC 2010) equipado
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com injetor automatico (Split) AOC-20i e uma coluna capilar RTX - Wax (30m x
0,25mm x 0,25mm) nas condi¢cdes cromatograficas descritas pela norma EN 14103
(2001), do Comité Europeu para Padronizacfes: temperatura inicial da coluna de
120 °C, permanecendo por 1 minuto nesta condicdo, aumentando-se a temperatura
a uma taxa de 15°C/minuto até 180°C, permanecendo assim por 2 minutos, e
aumentando novamente a uma taxa de 5°C/min até 250°C permanecendo 2 minutos
nesta condicdo. Ar sintético e nitrogénio eram utilizados como gas de arraste e a
temperatura do injetor e detector eram 250°C e a taxa de split de 1:50.

A solucao preparada era entdo injetada em cromatografo gasoso em triplicata
e 0 calculo do teor de ésteres etilicos da amostra era obtido através da Equagéo 2,
com base na EN 14103 (2001):

A—API <
Esreres(%) = 2 1Pl CCP ! #1100 Eauacéo (2)

amosrg

onde:

YA = Somatdrio das areas correspondentes aos picos dos ésteres
(C14:0 & C24:0) e do padrdo interno (C17:0);

Ar = Area do padréo interno (C17:0 — Heptadecanoato de metila);

Cp| = Concentracdo do Padrdo Interno na amostra injetada [mg/L)];

Carmoctra = Concentragéo da amostra injetada [mg/L].

A converséo do triglicerideo em ésteres (rendimento em ésteres) foi calculada
conforme exposto por Silva et al. (2009), que considera a estequiometria da reacao,
mais precisamente a relacdo entre a concentracdo de ésteres obtida via analise

cromatografica com o teor de glicerol para 100% de conversdo em ésteres.
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Capitulo 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados os resultados obtidos no decorrer deste
trabalho. Serdo discutidos os resultados obtidos desde os testes cinéticos
preliminares até a otimizagdo do processo de producdo enzimética de biodiesel em
sistema livre de solvente em banho de ultrassom. Para encerrar o estudo seréo
apresentados os resultados relativos ao estudo da avaliacdo da reutilizacdo da

enzima Novozym 435.

5.1. Estudo cinético prévio para determinacdo do tempo reacional

Nas reacOes de transesterificacdo enzimatica em ultrassom foi avaliado o
rendimento em ésteres etilicos produzidos durante a avaliacdo cinética do processo
de producdo de biodiesel em sistema livre de solvente. Este estudo teve como
objetivo determinar o tempo para consecucdo dos experimentos visando a
otimizacdo da conversao do processo. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 10.

Os experimentos foram realizados em um baldo de 50mL, onde foi colocado
20% da enzima Novozym 435 (p/p em relacdo a massa de substratos), na razéo
molar Oleo/etanol de 1:3, temperatura de 70°C e poténcia de ultrassom

correspondente a 40% da capacidade maxima do equipamento (132W).
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Figura 10: Rendimento em ésteres etilicos obtidos na transesterificacdo enzimatica

em sistema livre de solvente em banho de ultrassom.

De acordo com a Figura 10 pode-se observar que o rendimento em ésteres
etilicos foi de 37,60% em 15 minutos, 62,98% em 30 minutos, 68,38% em 1 hora,
73,10% em 2 horas, 80,04% em 4 horas, 76,56% em 6 horas e 73,59% em 8 horas.
O tempo de 4 horas de reagdo conduziu ao maior teor de ésteres etilicos. Nos
intervalos de tempos de 6 e 8 horas observa-se uma pequena queda em relacdo ao
teor de ésteres. Analisando os resultados obtidos, percebe-se que ndo ha uma
diferenga consideravel no rendimento em ésteres etilicos obtidos a partir de 30
minutos de reagdo, permitindo concluir que ndo existe a necessidade, neste
momento, de se realizar os experimentos em um tempo maior (4 horas) de reacéo,
ja que em 1 hora o resultado obtido é assumido como satisfatério, uma vez que é
melhor e economicamente viavel trabalhar com um tempo menor de reacéo. Desta
forma, as etapas posteriores deste trabalho, relacionadas a otimiza¢do da producéo
de biodiesel, foram conduzidas em tempo fixo de 1 hora de reacdo. Conversdo
satisfatoria, em torno de 70%, foi obtida neste teste prévio, demonstrando o
potencial de aplicacdo do ultrassom para este sistema, mesmo em sistema livre de
solvente.

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura relacionados a producéo

enziméatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom.

63



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

Liu et al. (2008) estudaram o efeito do ultrassom na hidrélise de 6leo de soja
em sistema livre de solvente, utilizando lipase de Candida lipolytica. Os autores
relataram que, comparando com a reacdo conduzida em shaker, as taxas de reacéo
aumentaram em 94% para a reacao realizada em 1 hora, 64% na reacao de 2 horas,
58% na reacao de 3 horas, 41% na reacdo em 4 horas e de 34% na reacdo de 5
horas. A taxa de reagdo em 5 horas em banho ultrassonico foi 2,3 vezes maior que a
obtida em 12 horas de reacdo em shaker. Os autores concluiram que estes
resultados podem ter sido verificados provavelmente devido ao fato de o ultrassom
induzir a uma melhor disperséo e diminuir a aglomeragéo da enzima.

Ceni (2010) em seu trabalho apresenta valores de conversédo de benzoato
de 1-glicerila em reacédo conduzida em ultrassom (37kHz e 132W) com 5,5% (m/m)
de enzima Novozym 435, razdo molar de 1:1 (benzoato de metila:glicerol) e
temperatura de 50°C. A maior conversao foi na condicdo de adicdo de solvente e
agitacdo, com tempo reacional de 6 horas. Nesta condicdo alcangou-se uma
conversdo de 10,9%. Nos trés tempos reacionais estudados (2, 4 e 6 horas) a
condicdo livre de solvente foi a que apresentou as menores percentagens de
conversdo. Entretanto, no tempo de 2 horas, a reacao livre de solvente conduzida
com agitacdo obteve a melhor conversédo (7,4%) quando comparada com as
conversdes obtidas com adicdo de solvente, com e sem agitacdo, e com a condi¢ao
livre de solvente sem agitacdo. Nas reaces conduzidas por tempo de 4 horas, 0s
melhores resultados foram alcancados com adicdo de solvente e com adicdo de
solvente com agitacdo mecanica.

No trabalho realizado por Faccio (2004) foi estudada a producéo de biodiesel
com duas lipases (Novozym 435 e Lipozyme IM) onde os ensaios foram realizados
em Erlenmeyers e incubados em agitador rotativo (shaker) a 200rpm por 8 horas e
em todos os experimentos foi utilizado 40 mL de solvente n-hexano. Foi observado
para o sistema contendo Oleo de soja-Lipozyme IM a condi¢do otimizada foi 35°C,
20%p/p de enzima, razdo molar dleo-etanol de 1:3 e 10% p/p de agua adicionada. A
maior conversao observada experimentalmente foi de 95,6%. Utilizando o mesmo
procedimento, a condi¢cdo otimizada para o sistema 6leo de soja-Novozym 435, foi:
temperatura de 65°C, concentracdo de enzima 5% p/p, 0% p/p de agua adicionada e
razdo molar 6leo-etanol de 1:3. A maior conversdo observada experimentalmente foi

de 11,8%.
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Oliveira e Oliveira (2001), Oliveira e Alves (2000) e Oliveira e Alves (1999)
realizaram estudo da alcodlise enzimética do 6leo de dendé e etanol em solvente
organico (n-hexano). Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 125 mL
onde uma concentracdo pré-estabelecida de enzima foi adicionada a mistura 6leo-
etanol e 40 mL de n-hexano, os frascos foram mantidos sob agitacédo de 200 rpm por
6 horas em shaker com controle de temperatura. Na reacao catalisada pela enzima
Lipozyme IM obteve-se 77,5% de conversao em etil éster na condicdo experimental
de 40°C, concentracdo de enzima de 5%, sem adicdo de agua e razdo molar 6leo-
etanol de 1:3. J& para a enzima Novozym 435 obteve-se conversao de 58,3% de
conversao na condicdo experimental de 40°C, concentracéo de enzima de 20%, sem
adicao de agua e razdo molar de 1:10.

Conforme citado no trabalho de Batistella (2011), na transesterificacdo de 6leo
de soja utilizando solvente organico (n-hexano) e por meio de sistema ultrassonico,
houve uma tendéncia ascendente para os catalisadores (enzimas Lipozyme RM IM e
Novozym 435). Ocorreu um aumento no rendimento nas primeiras 4 horas de
reagdo, utilizando a enzima Lipozyme RM IM o rendimento foi de aproximadamente
55% e para a Novozym 435 o rendimento foi de aproximadamente 37%. As
condigbes dos experimentos foram: razdo molar (1:3) (6leo/etanol) (R.M),
temperatura de 65°C (T), concentracdo da enzima de 5% (p/p) [E], sem adicdo de
agua e 100% de poténcia de ultrassom (frequéncia de 37 kHz e poténcia de 132 W).

Yu et al. (2010) estudaram a producdo de biodiesel com 6leo de soja e
metanol em sitema de ultrassom utilizando como catalizador a enzima Novozym
435. Os autores obtiveram, nas condicfes oOtimas [50% da energia ultrassénica
(500W e frequéncia de irradiacdo de 40 kHz), 50% de vibracgéo, teor de agua 0,5%,
razdo molar de 1:1 alcool terc-amilico/volume de 6leo, razdo molar 6:1 metanol/6leo,
6% de Novozym 435 e 40°C], 96% de conversdo de ésteres metilicos de acidos
graxos e a ezima ndo apresentou perdas de atividade durante os varios ciclos de
uso estudados.

Shishir et al. (2010) compararam a conversao de metil ésteres utilizando a
ponteira ultrassénica e o0 método de agitagcdo convencional. Para tanto foi utilizado
como catalizador hidroxido de potassio 1%, razdo molar metanol/6leo 6:1, poténcia

do ultrassom de 200W, agitacdo de 1000rpm e 40 minutos de reacao, onde foi
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obtido com o sistema de ultrassom 89,5% de conversdo e com o método
convencional 57,5%.

Comparando este trabalho com os resultados do teste cinético realizado,
onde utilizou-se razdo molar etanol/6leo 3:1, temperatura de 70°C, poténcia do
ultrassom 40% de 132W e 20% de enzima (p/p em relagdo a massa de substratos)
em 30 minutos e 1 hora de reacao, obteve-se um teor de ésteres etilicos de 62,98%
e 68,38%, respectivamente, demostrando desta maneira que em menores niveis de
razdo molar e poténcia de ultrassom, resultados promissores também foram obtidos.

Em estudo cinético da hidrdlise de 6leo de soja catalisada por Lipozyme TL IM
em ultrassom, Babicz et al. (2010) observaram que o rendimento de diacilglicerideos
foi de 40% em 1,5 horas e apd6s o rendimento nao foi superior a 23, 26, 26% (3, 4,5
e 6 horas, respectivamente). Também avaliaram a producdo de diacilglicerol, em
reacao catalisada por Novozym 435 em ultrassom, com frequéncia de 47kHz e
poténcia de 125W, agitacdo mecanica de 700rpm, 1% m/m de enzima e tempo
reacional de 90 minutos, onde foi observada conversédo de 32% de diacilglicerol.

Xiao et al. (2005) investigaram a transesterificacdo enzimética de glicose e
divinilbutanodioato utilizando as enzimas protease alcalina de Bacillus subtilis,
Novozym 435, Lipozyme (Mucor miehei), lipase AY30, lipase de pancreas de porco e
protease de Aspergillus oryzae em banho de ultrassom. A protease alcalina
apresentou conversao de 78% e a Novozym 435 8,5% depois de 2 horas nas
mesmas condicdes reacionais (100W e 20Hz). As demais enzimas hao
apresentaram formacao do produto apés 8 horas de reacéo.

Quando comparado a influéncia de diferentes acidos graxos com diferentes
comprimentos de cadeia em protease alcalina de Bacillus subtilis em piridina e a
lipase Novozym 435 em terc-butanol realizadas em ultrassom, observa-se que a
protease tem maior afinidade por acidos graxos com cadeias curtas apresentando
conversfes de aproximadamente 85% de éster de glicose. Ja a lipase apresentou
afinidade com acidos graxos de cadeias curtas e médias com conversbes de
aproximadamente 80 e 65%, respectivamente (Xiao et al., 2005).

Ribeiro et al. (2001) avaliaram a resolugédo enzimatica em ultrassom de etil 3-
hidroxi-3-fenilpropanoato utilizando esterase de figado de porco, lipase de
Pseudomonas cepacia e lipase de Candida rugosa. Os autores compararam a

conversdo do produto em ultrassom e agitagcdo magnética, observando que em
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todos os experimentos ocorreu uma reducdo no tempo de reagdo da hidrolise
enzimatica quando utilizado o ultrassom, mas sem mudancgas significativas nos
rendimentos ou no excesso enantiomérico do produto.

Zhu et al. (2010), estudando a producéo de ésteres de frutose utilizando a
lipase Novozym 435 em ultrassom, observaram a intensidade do som de 10KHz,
0,16W.m* e 40KHz, 1W.m™ como sendo as melhores condi¢des para a producéo de
ésteres de frutose, havendo um aumento exponencial da conversédo até 8 horas, e
apos observou-se um rapido aumento na producdo de monoésteres. Este resultado
ressalta o fato de que o ultrassom pode melhorar a transferéncia de massa, “limpar”
o canal das enzimas, e promover a remocao do produto ao redor ou dentro do lipase
imobilizada.

Santos et al. (2010) avaliaram a producao de éster metilico a partir de éleo
de Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) e metanol, utilizando ultrassom. Os autores
relataram 98% de conversdao apdés 90 minutos com frequéncia de 40kHz e
temperatura de 30°C. Hanh et al. (2009) estudaram a producéo de ésteres etilicos
de acidos graxos. A condicdo oOtima do processo de esterificacdo foi com razéo
molar de alcool e acido oléico de 3:1, 5% de &cido sulfurico a 60°C de temperatura
por 2 horas de reagdo. Foram obtidas conversbes de cerca de 80% utilizando n-
propanol, cerca de 70% utilizando n-butanol e cerca de 60% utilizando 2-propanol
como solvente.

Podemos observar na Tabela abaixo apresentada por Lerin (2010) os valores
obtidos de conversédo em ascorbil palmitato em ultrassom (37 kHz e 132 W) com 5%
m/m de enzima Novozym 435, razdo molar de 1:9 (acido ascorbico:acido palmitico)

e temperatura de 70°C em 2 horas de reacao.

Tabela 7: Valores de conversao de ascorbil palmitato em ultrassom (37 kHz e 132
W) com 5% m/m de enzima Novozym 435, razdo molar de 1:9 (&cido

ascorbico:acido palmitico) e temperatura de 70°C em 2 horas de reacao.

Condicao reacional Converséo em ascorbil palmitato (%)
Terc-butanol 25,07
Terc-butanol + agitacao 20,86
Sem solvente 0
Sem solvente + agitacao 0
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A Figura 11 apresenta os resultados da atividade enzimética obtidos durante
a avaliacdo cinética preliminar do processo de producéo enzimatica de biodiesel em

sistema livre de solvente em banho de ultrassom.
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Figura 11: Atividade de esterificacdo da Novozym 435 apds cada ponto cinético,

apresentado na Figura 10.

Conforme a Figura 11 pode-se verificar que a enzima ndo apresentou perdas
de atividade no final de cada reacdo, onde obteve-se aproximadamente 52,7U/g em
4 horas, 51,2U/g em 6 horas e 50U/g em 8 horas de reagédo, demonstrando potencial
para ser utilizada em sucessivos ciclos de uso. Apos 8 horas de irradiacdo pode-se
observar uma pequena perda na atividade enzimatica devido a provavel colapso
cavitacional.

A atividade inicial da Novozym 435 foi de aproximadamente 46,9U/g.
Conforme relatam os autores, Zhu et al. (2010) e CHISTI (2003) a aplicacdo de
ultrassom para a sintese enzimatica catalisada em uma fase ndo aquosa pode
aumentar a atividade da enzima e também pode melhorar a transferéncia entre o
substrato e o sitio ativo da enzima. Tendo em vista estes aspectos, a tecnologia
ultrassbnica tem comecado a ser explorada mais largamente no campo da

biotecnologia, através da combinacdo da tecnologia ultrassénica e biotecnologia,
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usando a energia fisica do ultrassom sobre as células para criar mudancas
conformacionais na estrutura das enzimas, alterando assim a atividade da enzima.

Estudos de Ishimori et al. (1981) e Sakakibara et al. (1996) observaram
aumento de atividade de enzimas conduzidas em reacbes com o auxilio do
ultrassom, em meio contendo tampao. O primeiro trabalho relatou o aumento da
atividade de a-quimotripsina, enquanto o segundo demonstrou que a atividade da
invertase aumentou com o uso de baixas intensidades de ultrassom.

De acordo com o trabalho de Batistella (2011), a atividade relativa da Novozym
435 em sistema de ultrassom com o uso de etanol como solvente levou a uma
atividade relativa de 55% apds 10 horas de contato. Os solventes iso-propanol, terc-
butanol e n-hexano levaram a um aumento na atividade de esterificacdo de cerca de
20%, mantendo essa atividade ap6s 10 horas de contato. O uso de iso-octano
conduziu a um aumento gradual na atividade da lipase em relacdo ao tempo de
contato, atingindo um valor maximo de atividade relativa de 126%. Os solventes que
apresentaram aumento na atividade da lipase foram terc-butanol (log P = 0,8) e n-
hexano (log P = 3,50), sdo mais eficazes, pois conseguiram manter a atividade das
enzimas durante o tratamento com ultrassom. Com base nos resultados
apresentados por Batistella (2011), pode-se dizer que o solvente exerce influéncia
direta sobre a atividade, estabilidade e especificidade da enzima (De Paula et al.,
2005).

Tsukamoto (2006) afirma que os solventes com log P < 2 ndo sdo adequados
para fins biocataliticos, enquanto aqueles com log P > 4 (apolares) podem ser
considerados ideais. Esse comportamento, entretanto, ndo foi observado neste
trabalho, uma vez que os melhores resultados foram obtidos com solventes de
valores extremos de log P.

Ceni et al. (2010) também mostraram que a atividade residual de esterificacdo
da Novozym 435 apéds o tratamento com 2-propanol (log P = 0,05) por seis horas
sob o sistema de ultrassom em um meio de reacao contendo glicerol e benzoato de
metila apresentou um incremento de cerca de 50% comparado ao seu valor inicial
de atividade enzimatica. Como em outros trabalhos apresentados na literatura, neste
caso, a atividade enzimatica foi determinada apds a consecucdo de uma reacéao,
nao apO0s o contato direto da enzima com o solvente organico em sistema de

ultrassom.
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Em outro sistema de reacédo constituido por glicerol e acido ascorbico, Lerin et
al. (2010) obtiveram valores mais expressivos de atividade residual para Novozym
435 e Lipozyme RM IM quando foi utilizado como solvente o terc-butanol (log P =
0,80).

Com base nestes aspectos, outros parametros devem ter influenciado os
resultados como, por exemplo, a utilizagdo do sistema de ultrassom, onde a
conversao de energia ultrassbnica para liquidos organicos depende da viscosidade,
pressdo da superficie e pressdo de vapor. Outros parametros importantes podem
ser os grupos funcionais dos solventes. A atividade de lipases em solventes
organicos ndo é apenas dependente da hidrofobicidade (log P), mas também do
grupo funcional dos solventes. Como exemplo, terc-butanol possui uma funcdo OH-
e n-hexano -C-C (Liu et al., 2008).

O trabalho de Secundo e Carrea (2002) corrobora este fato. Os autores
demonstraram que Novozym 435 apresentou atividades diferentes, quando tratadas
com solventes organicos, com diferentes grupos funcionais. Uma provavel
explicacdo € atribuida a variacdo de agua retida no microambiente do sitio catalitico
ativo, 0 que € necessario para manter as propriedades dindmicas da enzima.

As ondas de ultrassom podem interferir nas caracteristicas da enzima,
alterando sua estrutura em resposta a perturbacdo dindmica provocada pelo
ultrassom (Hoshino et al., 2006). Existem poucos estudos relacionando o efeito do
ultrassom com a atividade das enzimas e tém sido relatados resultados
contraditérios de inativacdo e ativagcdo da enzima apds serem submetidas ao
ultrassom. Diferente da tradicional inativacdo das enzimas em temperaturas
elevadas, o processo de sonicacdo nao destroi o sitio ativo das enzimas. Esta
constatacdo tem sido claramente demonstrada com a-amilase, peroxidase de raiz
forte, lacase e fosfatase alcalina (Ozbek e Ulgen, 2000; Rehorek et al., 2004; Basto
et al., 2007; Tauber et al., 2008).

Estudos mostram que o ultrassom provocou a inativagcdo de algumas
enzimas, incluindo fosfatase alcalina, glicose-6-fosfato desidrogenase e tripsina. A
inativacao foi observada quando utilizada poténcia de ultrassom de 500W, mas, de
modo geral, utiliza-se poténcia de 25 a 150W para reacdes enzimaticas. A inativacao
provavelmente ocorreu devido a reacdo de radicais hidroxila ou de hidrogénio

formadas com a estrutura da proteina (Basto et al., 2007). Este fato pode levar a
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obstrucdo dos sitios ativos, e a0 mesmo tempo, diminuir a estabilidade da proteina
(Tian et al., 2004). Além disso, forcas de cisalhamento que ocorrem no fluido durante
a irradiacdo do ultrassom também podem ter um papel significativo na inativacao da
enzima (Ozbek e Ulgen, 2000).

Vulfson et al. (1991) realizaram interesterificacdo com poténcia de 150W, com
temperatura mantida por reator encamisado, em que a enzima perdeu 50% da
atividade em 2 horas, quando utilizado tamp&o fosfato, enquanto nenhum efeito foi
observado utilizando alcool t-amilico. Ozbek e Ulgen (2000) investigaram o efeito do
ultrassom em seis enzimas (desidrogenases, fosfatase alcalina e B-galactosidade)
em tampé&o aquoso. Todas as enzimas mostraram inativagdo, sendo o tratamento
ultrassénico conduzido em temperatura de 5°C. Os autores constataram que quanto
maior o tempo de exposi¢cado ao ultrassom ou maior a poténcia, maior inativacao foi
verificada.

Chen et al. (2008) avaliaram varias lipases e proteases para a acilacdo de
glucomannan Konjac em terc-butanol; a Novozym 435 apresentou alta atividade de
acilacdo em ultrassom e a regiosseletividade néo foi alterada quando exposta ao
ultrassom. Os autores estudaram a influéncia do comprimento da cadeia de
doadores de acila na acilacdo enzimatica de glucomannan Konjac em ultrassom e
constataram que as maiores conversdes foram obtidas com cadeias curtas ou
médias de doador de acila. Este fato sugere que cadeias mais curtas facilitam o
acesso ao sitio ativo da enzima (Novozym 435).

Alguns trabalhos relatam a realizagédo de sintese enzimatica em ultrassom em
sistemas reacionais livres de solvente e sistemas com solventes (Liu et al., 2008;
Babicz et al., 2010; Ceni, 2010), mostrando que o sistema reacional tem grande
influéncia na sintese enzimética.

Liu et al. (2008) observaram que na hidrolise do dleo de soja em sistema livre
de solvente em ultrassom o rendimento das reac¢des foi aumentado sem 94, 64, 58,
41 e 34% em tempos de 1, 2, 4, 4 e 5 horas, respectivamente, quando comparado
ao rendimento obtido nas condicdes de agitagdo em banho termostatizado,
provavelmente devido ao fato de o ultrassom induzir a uma melhor dispersédo e
diminuir a aglomeragéo da enzima.

A partir da Figura 12, citada por Fiametti (2008), pode-se verificar que a

atividade enzimatica (Novozym 435) aumenta com o tempo, fato este ndo observado
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apenas no tempo de 60min, onde se verifica um decréscimo e logo apoés, em 120
min, um ponto maximo. A atividade da enzima foi quantificada pelo consumo de
acido laurico e alcool n-propilico com a razdo molar acido:alcool de 3:1, a
temperatura de 60°C, com 5% (m/m) de enzima, mantida pela adicdo da enzima ao
meio reacional em um reator de vidro aberto de 50mL, provido de agitacao
magnética e conectado a um banho termostatico.

[
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Figura 12: Cinética da producdo enzimatica de MAG em sistema livre de solvente,
na temperatura de 30°C, razdo molar glicerol:6leo de 2:1, 10% (m/m) de enzima

(Novozym 435) e 40% (m/m) de AOT em relagéo a mistura reacional.

De acordo com o trabalho de Lerin (2010), s&o apresentados na Figura abaixo
os resultados da atividade residual de esterificacdo da enzima Novozym 435
utilizando terc-butanol como solvente em 10 horas a 70°C com frequéncia de 37 kHz
e poténcia de 132 W. A atividade residual da Novozym 435 em ultrassom manteve-
se estavel em 6 horas de exposicdo, a partir desta até 10 horas observou-se uma

perda de atividade residual, de cerca de 35%.
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Figura 13: Valores de atividade de esterificagcdo residual (%) da enzima Novozym
435 em terc-butanol no ultrassom com frequéncia de 37kHz e poténcia de 132W.

A Figura abaixo, de acordo com o trabalho de Lerin (2010), apresenta a
relacdo entre a atividade enzimatica e a conversdo em ascorbil palmitato. Verifica-se
gue o rendimento da reacdo aumenta com o tempo e atinge o ponto maximo
(25,11%) em 4 horas. Na atividade enzimatica de esterificacdo residual, pode-se
verificar que a Novozym 435 ndo apresentou grandes perdas da atividade,
apresentando uma perda maxima de 20,75%. Mesmo considerando esta perda de

atividade, a conversao em ascorbil palmitato ndo foi afetada.
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Figura 14 - Cinética da conversdo em ascorbil palmitato e atividade enzimatica de
esterificacdo residual em ultrassom. Reacdes realizadas com razdo molar de acido

ascorbico e acido palmitico de 1:9, 10 mL de solvente, 5%m/m de enzima e 70°C.

5.2. Planejamento de experimentos
5.2.1 - Planejamento Plackett & Burman

A partir dos resultados preliminares obtidos anteriormente, um planejamento
de experimentos utilizando o modelo proposto por Placket & Burman com 12
ensaios, com triplicata do ponto central, foi realizado para avaliar o efeito das
variaveis temperatura, razdo molar, concentracdo de enzima, concentracdo de agua
e poténcia de ultrassom na producdo enzimatica de biodiesel utilizando como
catalizador a enzima Novozym 435, em meio livre de solvente orgéanico, mantendo-
se fixo o tempo de contato em 1 hora de reacao.

A Tabela 8 apresenta a matriz do planejamento de experimentos e as
respostas em termos de conversdo em ésteres etilicos. A partir desta tabela pode-se

verificar que a conversao mais elevada foi obtida no experimento 1 (68,38%),

74



Capitulo 5 - Resultados e Discussdo

correspondendo a temperatura mais elevada (70°C), razdo molar entre os substratos

de 1:3, 20% (p/p) de enzima e 40% de poténcia de ultrassom.

Tabela 8: Matriz do planejamento fatorial do tipo Plackett & Burman com 12 ensaios

(PB-12) com a resposta em termos do teor em ésteres etilicos (%).

Ensaio Temperatura Razéo [E] [H20] Poténcia Conversdo
molar (%)
1 1(70) -1 (1:3) 1 (20) -1(0) -1(40) 68,38
2 1(70) 1 (1:10) -1(5) 1(10) -1(40) 0,38
3 -1 (40) 1(1:10) 1(20) -1(0) 1(100) 38,51
4 1(70) -1(1:3) 1(20) 1(10) -1(40) 6,59
5 1(70) 1(1:10) -1(5) 1(10) 1(100) 0,49
6 1(70) 1(1:10) 1(20) -1(0) 1(100) 34,60
7 -1(40) 1(1:10) 1(20) 1(10) -1(40) 0,30
8 -1 (40) -1(1:3) 1(20) 1(10) 1(100) 1,83
9 -1 (40) -1(1:3) -1(5) 1(10) 1(100) 0,35
10 1(70) -1(1:3) -1(5) -1(0) 1(100) 31,51
11 -1 (40) 1(1:10) -1(5) -1(0) -1(40) 5,73
12 -1 (40) -1(1:3) -1(5) -1(0) -1(40) 11,74
13 0 (55) 0(1:6,5) 0(12,5) 0(5) 0(70) 5,26
14 0 (55) 0(1:6,5) 0(12,5) 0(5) 0(70) 2,74
15 0(55) 0(1:6,5) 0(12,5) 0(5) 0(70) 3,00

Os dados obtidos na Tabela 8 foram tratados estatisticamente e o efeito das

variaveis sobre a conversdo em ésteres pode ser determinada. Os resultados sdo

apresentados na forma de Grafico de Pareto (Figura 15).
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Concentragdo de agua (%) / // -4.25785

Concentragéo de Enzima (%) / /// 2.358764

Temperatura (°C) 1.9;69136
Razao Molar (6leo:etanol) (p/p) -.95261
Poténcia (%) .3342035
. p=:.05.

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Figura 15: Grafico de Pareto para a producdo enzimatica de biodiesel utilizando a
lipase Novozym 435 em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em funcgéo

das variaveis independentes.

Conforme a Figura 15 pode-se observar que a variavel concentracdo de agua
apresentou efeito significativo negativo e a variavel concentracdo de enzima
apresentou efeito significativo positivo, considerando com 95% de confianca. Por
outro lado, as variaveis temperatura, razdo molar e poténcia ultrassénica nao
apresentaram influéncia significativa na conversao em ésteres.

O conteudo de &gua na reacdo € um fator determinante no rendimento da
sintese enzimatica de biodiesel. Um pouco de agua € necessaria para manter a
enzima ativa em solventes organicos. Por outro lado, a agua pode tomar parte na
transesterificacdo, influenciando assim o equilibrio (Antczak et al., 2009). As lipases
possuem a caracteristica Unica de atuar na interface entre uma solucdo aquosa e
uma fase organica, por isso a atividade da lipase geralmente depende da area
interfacial. A agua facilita o aumento da area interfacial disponivel, assim ajuda a

manter a atividade da lipase. No entanto, o excesso de agua pode tornar a lipase
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mais flexivel e levar a algumas rea¢fes colaterais indesejadas, como a hidrdlise,
especialmente no processo de transesterificacdo (Kaieda et al., 1999).

No teor de agua ideal, a hidrélise de éster € mantida no nivel minimo, o que
assegura o maior grau de transesterificacdo e producéo de biodiesel. Baixa atividade
de agua (baixo teor de &gua livre) em reacfes afeta positivamente a sintese de
ésteres de acidos graxos, mas o efeito deste parametro sobre a produtividade de
transesterificagdo ndo é tao inequivoco (Antczak et al., 2009;. Bajaj et al., 2010).

Ognjanovic et al. (2009) observaram durante seus estudos de conversao em
biodiesel com a lipase Novozym 435, que a concentracdo de agua apresentou
efeitos negativos na conversdo. Os melhores rendimentos (95% metil ésteres) foram
obtidos nas menores concentracdes de agua, ou seja, sem adicdo de agua na
reacao.

De acordo com Hsieh et al. (2006) a razdo molar dos substratos normalmente
€ um dos parametros mais importantes nas reacfes de esterificacdo enziméatica.
Desde que a reacdo € reversivel, um aumento na concentracdo de um substrato
pode deslocar o equilibrio quimico, resultando em maiores conversées. Por outro
lado, altas concentragcdes podem reduzir a taxa de reacdo devido ao efeito de
inibic&o.

A razdo molar de 6leo e etanol € uma das varidveis mais importantes que
afeta o rendimento dos ésteres etilicos. A relagcdo estequiométrica de
transesterificacdo requer trés moles de alcool e um mol de triglicerideos para
produzir os trés moles de ésteres etilicos e um mol de glicerol. No entanto, a
transesterificacdo é uma reacdo de equilibrio em que uma alta propor¢cdo molar é
usada para conduzir a reacdo para a direita (produtos). Ao usar o sistema de
ultrassom, a quantidade de alcool requerida pode ser reduzida (Yu et al., 2010).

Segundo o trabalho de Batistella (2011) realizado em ultrassom, a maior
conversdo em ésteres etilicos utilizando a enzima Novozym 435 (66,9%) foi obtida
no ensaio de maior temperatura (70°C) e concentracdo de enzima (20%) e nas
menores concentracdes de agua (5%), razdo molar (6leo/etanol) (1:3) e poténcia
40% de 132W.

Conforme o trabalho de Ceni (2010) a melhor conversao (15,93%) foi

alcancada com 65°C, razdo molar entre os substratos de 1:1, concentragao
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enzimatica de 15% (m/m), adicdo de 7mL de 2-propanol e 40% de poténcia do
banho de ultrassom (132W).

5.2.2 - Delineamento Composto Central Rotacional 2?

Apébs a determinacgdo das variaveis significativas realizou-se um delineamento
composto central rotacional 2% totalizando 11 experimentos, para verificar a
influéncia das variaveis temperatura e concentracdo de enzima. Como no
planejamento PB-12 a concentracdo de agua apresentou efeito significativo
negativo, esta varidvel foi mantida constante em seu nivel inferior (0%) neste
segundo planejamento. A razdo molar 6leo:etanol foi mantida fixa em 1:3 e a
poténcia de ultrassom em 40%. A temperatura, apesar de nao ter apresentado efeito
significativo, foi também investigada nesta etapa tendo em vista o fato de saber-se
que a mesma afeta diretamente a atividade enzimatica.

A Tabela 9 apresenta a matriz do planejamento de experimentos 22 para a
producdo enzimatica de ésteres etilicos em ultrassom em sistema livre de solvente.
Tabela 9: Matriz do delineamento composto central rotacional 2° (DCCR) para

otimizagdo da producdo enzimética de biodiesel em ultrassom em sistema livre de

solvente.
Ensaio Temperatura [E] Converséao (%)
1 -1 (63) -1 (13) 49,26
2 1(77) -1 (13) 52,08
3 -1 (63) 1(27) 77,98
4 1 (77) 1(27) 76,97
5 -1,41 (60) 0 (20) 69,66
6 1,41 (80) 0 (20) 66,78
7 0 (70) -1,41 (10) 45,41
8 0 (70) 1,41 (30) 76,96
9 0 (70) 0 (20) 62,07
10 0 (70) 0 (20) 65,21
11 0 (70) 0 (20) 61,90

De acordo com a tabela acima pode-se observar que as conversdes mais
elevadas foram obtidas nos experimentos 3 (77,98%); 4 (76,97%) e 8 (76,96%), nas
temperaturas de 63; 77 e 70°C, nas concentracdes de enzima de 27; 27 e 30% (p/p),
respectivamente. A razdo molar dos substratos foi mantida em 1:3 (6leo/etanol).
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Como a diferenca nos resultados pode ser considerada pequena, optou-se por
trabalhar com a temperatura de 70°C e com a concentragédo de 20% (p/p) de enzima,
levando em consideracédo os resultados aqui obtidos com os resultados do estudo
cinético prévio e do planejamento Plackett & Burman, onde foi encontrado um
rendimento de aproximadamente 70% em ésteres etilicos utilizando 20% (p/p) de
enzima. A semelhanga entre as conversodes obtidas fez-nos definir a concentragéao
de enzima de 20% (p/p) como satisfatéria, levando em consideracdo o custo da
enzima.

Batistella (2011) obteve em seu trabalho um rendimento de 57% em ésteres
etilicos utilizando a enzima Novozym 435 em sistema com solvente organico (n-
hexano), utilizando ultrassom, nas seguintes condicdes: 27,1% (p/p) de enzima e
temperatura de 63°C.

Conforme Kristensen et al. (2005) um aumento na temperatura pode reduzir a
viscosidade da mistura, aumentar a solubilidade e melhorar o processo de difuséo
dos substratos, reduzindo assim as limitacbes de transferéncia de massa e
favorecendo a interacdo entre as particulas de enzima e substratos. Além disso, as
enzimas em geral tém uma temperatura ideal de trabalho, e, no caso de Novozym
435, esta situado na faixa de 40 - 70°C.

Song e Wei (2002) avaliaram o efeito da temperatura na sintese do éster de
vitamina C e verificaram que conversdes mais elevadas (18,5¢g/L) foram obtidas na
temperatura de 55°C. Lv et al. (2007) realizaram um estudo sobre o papel da
temperatura na producdo de ascorbil benzoato e observaram que a converséo
aumentou com o aumento da temperatura até 70°C, mas diminuiu em temperaturas
mais altas.

Estudo de Liu et al. (2008) avaliou a influéncia da temperatura na reacéo de
hidrolise de Oleo de soja, catalisada por lipase de C. lipolytica em sistema livre de
solvente utilizando ultrassom. Os autores relataram que bons resultados de atividade
hidrolitica foram alcancados na faixa de temperatura de 30 a 55°C; com 65°C a
lipase perdeu 50% da atividade e a 65°C a lipase perdeu toda a atividade hidrolitica.
Segundo os autores, em ultrassom, a lipase nao apresentou atividade na
temperatura de 65°C.

Yu et al. (2010) variaram a concentracdo de enzima (Novozym 435) para a

producdo de biodiesel em sistema de utrassom, de 0 a 10% baseada no peso do
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Oleo, e verificaram que aumentando a concentragdo de enzima também houve um
aumento na conversao em biodiesel (96% metil ésteres de acidos graxos).

De acordo com Karra-Chaabouni et al. (2006) um excesso de enzima no meio
reacional poderia ndo contribuir para 0 aumento de conversdo, uma vez que a
enzima pode formar agregados, ndo tornando o sitio ativo disponivel para os
substratos. As moléculas da enzima na superficie externa de tais particulas séo
expostas a altas concentracfes de substrato, mas o transporte de massa poderia
limitar drasticamente a concentracdo de substrato no interior das particulas. Baixas
atividades do biocatalisador reduzem a eficiéncia da enzima, ndo aumentando a
converséao da reagéo.

Babicz et al. (2010) avaliaram o efeito da concentragdo de enzima (1 e 2%
m/m) na hidrolise de 6leo de soja em ultrassom (frequéncia de 47kHz e poténcia de
125W) e observaram gque quando utilizado 1% (m/m) de Lipozyme TL IM em 1,5
horas o rendimento foi de 40% e quando utilizado 2% (m/m) da mesma enzima, 0
rendimento foi de 32% em 3 horas. Os autores avaliaram o efeito da concentracéo
de enzima utilizando as enzimas Lipozyme RM IM e Novozym 435. Com a Lipozyme
RM IM a concentracdo de 1% (m/m) apresentou um rendimento de 41% enquanto
2% (m/m) de enzima 34%. A Novozym 435 apresentou rendimento de 32% quando
utilizado 1% (m/m) de enzima e 30% com 2% (m/m) de enzima, mostrando que com
menores concentracdes de enzima melhores rendimentos com as duas enzimas
testadas foram obtidos.

Liu et al. (2008) avaliaram o efeito da concentracdo de enzima na hidrélise
de 6leo de soja, estudaram os intervalos de 0,1, 0,55, 1, 2 e 3% de lipase de C.
lipolytica em sistema livre de solvente utlizando ultrassom. A taxa de reagao
mostrou aumento rapido seguido por um ligeiro aumento, juntamente com o
aumento da concentracdo de 0,1% para 0,55% e de 0,55% para 3%,
respectivamente. Nao foi observada diminuicdo da taxa de reagdo com o aumento
da concentracao da enzima. Com base nestes resultados, os autores acreditam que
haja uma concentracdo de enzima critica (0,55%, neste caso), acima do qual a
interface de reacao esta saturada.

Os resultados apresentados (Tabela 9) referentes a producéo enzimatica de

biodiesel foram tratados estatisticamente para a avaliagdo dos efeitos de cada
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variavel independente sobre a resposta. A Tabela 10 apresenta os coeficientes de

regressao e os respectivos erros obtidos para o modelo matemético.

Tabela 10: Analise dos efeitos das variaveis sobre a conversdo em biodiesel,

referente aos resultados apresentados na Tabela 8.

Coeficiente de Erro Padréao t(5) p-valor
Regresséo
Média 63,06254 1,207528 52,22448 0,000000
Temperatura (L) -0,28219 0,740568 -0,38104 0,718824
Temperatura (Q) 2,43326 0,883691 2,75352 0,040142
[E] (L) 12,29853 0,740568 16,60688 0,000014
[E] (Q) -1,10530 0,883691 -1,25077 0,266357
Temperatura L x [E] L -0,95750 1,045763 -0,91560 0,401877

A Equacdo 3 apresenta o modelo codificado gerado pela andlise de

regressao:

Y=63,06 — 0,28.T + 2,43.T?+12,29 [E] — 1,10[E]*- 0,95 T. [E]

Equacéo (3)

onde Y € a conversdo em Esteres etilicos (%), T e [E] sdo os valores

codificados de temperatura e concentracdo de enzima, respectivamente.

O modelo codificado de 22 ordem representado pela Equacao 3, validado pela

andlise de variancia, foi usado para gerar a superficies de resposta e curva de

contorno para a producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em

banho de ultrassom em funcdo da temperatura e da concentracdo de enzima, as

quais estédo apresentadas na Figura 16 (a e b).
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Figura 16: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a producéo

enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em
funcdo da temperatura e da concentracao de enzima.

Através da Figura 16 (a e b) pode-se observar claramente que a temperatura
e a concentracdo de enzima mostram o efeito positivo destas variaveis na conversao
em ésteres etilicos, conforme explanacao ja apresentada anteriormente.

Foi realizada a Andlise de variancia (ANOVA) para verificar a validade do
modelo matematico a 95% de confianca, apresentada na Tabela 11, que mostra a
soma dos quadrados (SQ), os graus de liberdade (GL) e os quadrados médios (QM)
do tratamento (termos do modelo), dos residuos (diferenca entre experimentos e
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termos do modelo) e do total (experimentos) e o F calculado (quociente entre os
quadrados médios dos tratamentos e dos residuos).

Tabela 11: Andlise de Variancia (ANOVA) das variaveis sobre a conversdo em

biodiesel, referente aos resultados apresentados na Tabela 8.

SQ GL QM F calc
Regresséao 1264,048 5 252,8097 57,79197
Residuo 21,872 5 4,374478
Total 1285,921 10

R?=0,98; Fy,=5.05

O valor de F reflete a razdo da soma quadratica média devido a regresséo
pela soma quadratica média devido ao erro e indica a significancia de cada fator do
modelo. Na Tabela 10 o valor calculado de F foi 57,79, o qual é aproximadamente
11 vezes maior que o valor tabelado, mostrando que o modelo € estatisticamente
significativo. O coeficiente de determinacdo (R? de 0,98 sugere que o modelo
gerado a partir dos dados da Tabela 9 pode explicar 95% da variacdo total dos
resultados.

De acordo com os resultados obtidos neste planejamento e o discutido
anteriormente, pode-se afirmar que a condicdo 6tima de trabalho permanece com a
temperatura de 70°C, razdo molar 1:3 (6leo/etanol), poténcia 40% de 132W e 20%

de enzima (p/p em relacdo a massa de substratos).

5.3 - Estudo cinético em termos da concentracdo de enzima

Ap6s realizar o delineamento composto central rotacional 22, realizou-se um
estudo cinético para verificar a melhor concentracao de enzima a ser utilizada.

Com a condicao ja otimizada em 70°C, 40% de poténcia de 132W e razao
molar (6leo:etanol) 1:3, variando o tempo em 15 e 30 minutos, 1 a 6 horas, a
concentracdo da enzima foi avaliada nas concentracdes de 10, 20, 25, 30 e 40%
(p/p). Os resultados obtidos em termos de conversédo em biodiesel sédo apresentados

na Figura 17.
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Figura 17: Avaliacdo da cinética da reacdo em funcdo da concentracdo de enzima
em termos de conversdo em biodiesel, na condicdo experimental otimizada no

planejamento de experimentos.

De acordo com a Figura 17 observa-se que apos 1 hora de reacdo, nas
concentragbes de enzima de 10, 20 ,25 ,30 e 40% obteve-se um teor de ésteres
etilicos de 42,44; 64,03; 70,71; 71,39 e 78,65%. Ap6s 1,5 horas de reacdo, estes
teores foram de 48,37; 65,5; 73,77; 74,76 e 78,6%, respectivamente.

Ainda de acordo com a Figura 17, nota-se uma pequena diferenca no
rendimento em ésteres etilicos nas condi¢cdes testadas, o0 que nos permite
determinar a concentracao de enzima em 20% (p/p) num tempo de 1 hora, admitindo
gue ndo h& necessidade de usar uma concentracdo maior de enzima, nem um
tempo maior de reacdo, ja que a variavel tempo e as concentracfes testadas
apresentam um resultado semelhante, considerando também o alto custo da
enzima. Os resultados sdo apresentados de uma maneira mais clara na tabela
abaixo.
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Tabela 12 - Avaliacdo da cinética da reacdo em funcdo da concentracdo de enzima
em termos de conversdo em biodiesel, na condicdo experimental otimizada no

planejamento de experimentos.

Tempo [E] [E] [E] [E] [E]
(horas) 10% (p/p) 20% (p/p) 25% (p/p) 30% (p/p) 40% (p/p)
0,25 25,57 35,17 43,11 44,34 57,92
0,5 39,54 57,4 59,75 62,08 73,76
1 42,44 64,03 70,71 71,39 78,65
1,5 48,37 65,5 73,77 74,76 78,6
2 49,99 69,87 75,2 78,13 79,3
4 65,93 73,81 75,33 75,93 79,72
6 67,36 72,41 77,84 78,45 80,88

5.4. Reutilizacdo da enzima Novozym 435 na producao enzimética de biodiesel

em sistema livre de solvente em banho de ultrassom

A utilizacdo de enzimas imobilizadas em reacdes de sintese apresenta como
principal vantagem a possibilidade de reutilizacdo das mesmas. Tendo como base
este argumento, foram avaliados os ciclos de reutilizagdo da enzima Nozozym 435
na condicdo otimizada nas etapas anteriores producéo de ésteres etilicos.

Devido ao custo elevado da enzima, a reutilizacdo da mesma é um fator
essencial para a producdo de biodiesel em nivel industrial. Os estudos de
reutilizacdo do catalisador foram realizados para investigar a estabilidade da enzima
sob a radiacdo ultrassbénica apds sucessivos ciclos de uso. As Figuras 18 e 19
apresentam o0s resultados experimentais de conversao de ésteres etilicos e a
respectiva atividade enzimética residual ap6s cada ciclo. Como mostrado na Figura
15, a enzima Novozym 435 manteve atividade durante 2 ciclos, perdendo a sua

atividade a partir do terceiro ciclo.
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Figura 18: Atividade de Esterificacdo da Novozym 435 ap0s cada ciclo de uso para
producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de

ultrassom.

Analisando os resultados obtidos, pode-se afirmar através da Figura 18 que a
atividade enzimatica diminui consideravelmente conforme cada etapa de reuso da
enzima. A atividade inicial foi de 46,9 U/g, no primeiro ciclo a atividade se manteve
em 46,1 U/g, no segundo ciclo ficou em torno de 29,5 U/g e no terceiro e quarto
ciclos a enzima néo apresentou atividade.

Esta queda na atividade é resultado do processo de producdo de biodiesel
enzimatico em sistema livre de solvente. Wescott e Klibanov (1993) afirmam que a
hidrofobicidade dos solventes organicos influencia a atividade da enzima e a
especificidade dos substratos. Alguns autores relatam a reducdo ou até mesmo a
perda da atividade enzimatica em altas intensidades de ultrassom utilizando as
enzimas a-quimotripsina e invertase (Sakakibara et al., 1996; Ishimori et al., 1981).

A Figura 19 apresenta a conversdo em ésteres étilicos (%) obtido apds cada

ciclo de uso.
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Figura 19: Converséo em ésteres etilicos (%) apos cada ciclo de uso para producéo

enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom.

De acordo com as Figuras 18 e 19 pode-se verificar que conforme a
atividade de esterificacdo diminui, também observa-se uma queda na conversdo em
ésteres etilicos. Por exemplo, no primeiro reuso obteve-se 46,10U/g de atividade e
67,05% de ésteres étilicos. JA no segundo reuso obteve-se uma atividade de
29,5U/g e 8,43% em ésteres etilicos. No terceiro e quarto ciclos obteve-se
conversdes em ésteres etilicos de 5,67% e 3,33%, respectivamente.

Para a determinacao de ciclos de reuso da lipase Novozym 345 na reacao
de producao de benzoato de 1-glicerila, Ceni (2010) mostra em seu trabalho que os
experimentos foram conduzidos em shaker com agitacdo constante 150rpm,
temperatura de 50° C, 5mL de solvente, razdo molar de 1:1 e 5,5% (m/m) de enzima.
Antes do inicio da reagdo ativou-se a enzima em estufa a 40°C durante 60 minutos.
Os experimentos foram conduzidos por 24 horas cada. Apds o término da reacéo as
enzimas foram recuperadas conforme descrito anteriormente e mantidas em
dessecador por no minimo 24 horas, para serem reutilizadas em uma nova batelada.
Realizou-se medida de atividade no inicio e no final das reagbes com a enzima
recuperada, conforme descrito anteriormente.

Na Figura abaixo estdo demonstrados os resultados experimentais de
conversao de produto e de atividade residual da enzima, segundo o trabalho de Ceni

(2010).
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Figura 20: Ciclos de reuso de lipase imobilizada na reacdo de producdo de
benzoato de 1-glicerila em 2-propanol. Reagdes realizadas com 5mM de substrato,
5mL de solvente, 5,5% (m/m) de enzima e 150rpm de agitacdo por 24 horas cada

ciclo.

Nos experimentos realizados por Ceni (2010) pode ser observado que a
lipase Nozozym 435 apresentou atividade residual estavel nos 5 primeiros ciclos de
utilizacdo. A partir do 6° ciclo, a enzima apresentou reducio de cerca de 30 a 40%
de atividade, e mesmo apds 240 horas de reacdo a reducéo da atividade da lipase
nao foi superior a 40%. A conversdo de benzoato de 1-glicerila manteve-se
constante nos 10 ciclos de utilizacdo (cerca de 13,5%), mesmo apos reducdo da
atividade enzimatica. Uma possivel hipotese para tentar elucidar este fato pode estar
relacionada ao excesso de enzima nas condic¢des iniciais, pois mesmo com reducao
de 30 a 40% da atividade inicial da enzima foi possivel a manutengéo da conversao.
O estudo de ciclos de reuso da lipase nas condi¢cbes experimentais investigadas foi
conduzido por um tempo de 24 horas, ao que se deve a menor conversao obtida,
cerca de 18% no primeiro ciclo e em torno de 13,5% nos demais, do que quando
comparada aos resultados obtidos com tempo reacional de 36 horas.
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Com o mesmo procedimento, Hajar et al. (2009) avaliaram os ciclos de reuso
da enzima Nozozym 435 na metandlise enzimatica de 6leo de canola em sistema
livre de solvente. A reacdo foi conduzida por 5 ciclos, totalizando 432 horas, e a
conversdo foi mantida em cerca de 97%. Os autores ndo avaliaram a atividade
enzimatica residual.

Ghamgui et al. (2006) avaliaram os ciclos de reuso de lipase de
Staphylococcus simulans, imobilizada em carbonato de célcio. Apds 4 ciclos de
utilizacdo néo ocorreu diferenca significativa na producédo de isoamil acetato, em
temperatura de 37°C. Apds 10 ciclos, a conversao foi de cerca de 50% e a atividade
enzimatica residual de 76%.

Brigida et al. (2008) avaliaram a utilizagdo de residuo de coco verde como
suporte para a lipase de Candida antarctica tipo B (CAL B). Os autores avaliaram os
ciclos de reuso da enzima imobilizada comparando com os resultados obtidos com
Novozym 435. A enzima imobilizada em residuo agroindustrial, apds o terceiro ciclo
de hidrélise, apresentou atividade residual inferior a 50% da atividade inicial,
enquanto a Novozym 435 manteve mais de 70% de atividade apds o décimo ciclo.
No entanto, na sintese do butirato de butila, a CAL B imobilizada em fibra de coco
mostrou boa estabilidade operacional quando comparada a Novozym 435, mantendo
80% de sua atividade inicial apds o sexto ciclo de reagéo.

Ceni (2010) em seu trabalho também apresenta a producéo de benzoato de
1-glicerila em sonda de ultrassom a 30°C, poténcia da sonda de 125W, razdo molar
dos substratos de 1:1, 5mL de 2-propanol e 5,5% m/m de enzima (Novozym 435),
observou converséo de 8,5% em reagéo conduzida por 20 minutos.

A utilizacao de solventes organicos em sintese enziméatica possibilita a facil
recuperacdo do produto e em muitos casos ainda pode ser observado um aumento
da atividade catalitica da enzima, uma vez que o solvente pode torna-las mais ativas
(Gotor-Férnandez et al., 2006).

Conforme o trabalho de Batistella (2011), quando realizado o reuso com a
mesma enzima para todos os ciclos, a atividade enzimatica para a Novozym 435 se
manteve estavel e quanto a conversdo em ésteres 0 uso da enzima conduziu a
significativas quedas na conversédo apos cada sucessivo ciclo, conforme mostra a

Figura abaixo.
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Figura 21: Reuso da enzima Novozym 435, nas seguintes condi¢des: 27,1% de
enzima, 63°C de temperatura, 40% de poténcia de ultrassom (132W), razdo molar

1:3 (6leo/etanol), em sistema com solvente orgéanico (n-hexano).

Desta forma, verifica-se que solventes organicos com polaridade adequada
sao importantes para o substrato e a solubilidade do produto e para a transferéncia
de massa no sistema reacional (Lv et al., 2007). Diferentes solventes organicos tém
capacidade diferente de distorcer a camada de agua essencial em torno da lipase
imobilizada. O log P (constante de polaridade, definido como o coeficiente de
particdo do solvente entre octanol e 4gua) é amplamente utilizado para representar
as caracteristicas da fase organica e prever a atividade enzimatica (Laane et al.,
1987; Cui et al., 1997).

Em um estudo realizado por Dahai e Yu et al (2010), observou-se que 0 uso
de solvente organico ajudou a manter a atividade enziméatica durante cinco ciclos.
Uma queda (4%) na atividade da enzima foi observada apds cinco usos. Segundo o
autor, as reacOes foram realizadas com alcool terc-amilico (4mL), 6leo de soja
(4mmol), metanol (24mmol), poténcia ultrassdnica de 50% (500W e frequéncia de
irradiacdo de 40 kHz), enzima Novozym 435 (6% baseado no peso do 0leo),
contetudo de agua de 0,5%, temperatura de 40°C e vibragdo 50rpm sob irradiacéo
ultrassbnica em 2 horas. Cumpre mencionar que 0S autores apresentam apenas
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resultados em termos de atividade enzimatica e ndo em termos de conversdo do
processo.

No trabalho realizado por Raita et al. (2010), foi desenvolvido um biocatalisador
heterogéneo (PCMCs — proteina revestida de microcristais) que foi preparada
através de uma enzima comercial de Aspergillus recombinante e uma lipase de
Thermomyces lanuginosus, para sintese de biodiesel a partir de 6leo de palma por
etandlise. As reacdes continham 500 mg de Gleo de palma e razdo molar dleo:alcool
de 1:4, com 20% (p/p baseado em TAG) de lipase-PCMC, razdo molar 1:1 de
Oleo:solvente. As reacdes foram mantidas a 45°C por 24 h. Foi aumentada a
estabilidade do catalisador através da lavagem do mesmo com terc-butanol
(resultados ndo obtidos sem a lavagem ou utilizando acetona). Isso permitiu a
reutilizacdo do biocatalisador por 8 ciclos consecutivos com 77,5 — 84,8% de
rendimento em produto. Os mesmos autores utilizaram a Novozym 435 nas mesmas

condi¢des e obtiveram rendimentos de 79,5-86,2%.

5.5 - Considerac0es finais

Os resultados apresentados nesta sec¢do visaram avaliar a influéncia das
variaveis no processo e otimizar a producdo enzimatica de ésteres etilicos em
sistema livre de solvente organico em banho de ultrassom. De uma forma geral,
apos a consecucdo deste trabalho, péde-se verificar que as estratégias utilizadas
neste trabalho foram avaliadas visando a producdo enzimatica de ésteres etilicos.
As estratégias apresentam potencialidade para serem utilizadas em diferentes
sistemas reacionais, para obtencdo de compostos de alto valor agregado. Tratando-
se de um novo sistema sob investigacdo, o0 estudo realizado utilizando a
metodologia do planejamento experimental mostrou relevancia na avaliagdo do
efeito das variaveis significativas do processo. O estudo cinético foi de fundamental
importéancia para o melhor entendimento do processo.
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Capitulo 6- CONCLUSOES

Neste trabalho foi estudada a producdo enzimatica de biodiesel em sistema
livre de solvente em banho de ultrassom.

A metodologia analitica se mostrou eficaz na quantificacdo de ésteres etilicos
produzido pela reacéo de transesterificacdo enzimatica.

O presente trabalho avaliou a influéncia das seguintes variaveis:
concentragdo de enzima, razdo molar entre 0s substratos, temperatura,
concentracdo de agua e poténcia, podendo-se concluir que:

o No estudo cinético prévio (destrutivo), o teor de ésteres etilicos foi de 37,60%
em 15 minutos, 62,98% em 30 minutos, 68,38% em 1 hora, 73,10% em 2 horas,
80,04% em 4 horas, 76,56% em 6 horas e 73,59% em 8 horas. O tempo de 4 horas
de reacdo apresentou o maior teor de ésteres etilicos. Ja nos intervalos de tempos
de 6 e 8 horas observou-se uma pequena queda em relacdo ao teor de ésteres,
sendo 76,56% e 73,59% respectivamente. Analisando os resultados obtidos,
percebe-se que ndo ha uma diferenca consideravelmente grande no teor de ésteres
etilicos obtidos, o que permitiu a escolha do tempo das rea¢des em 1 hora. Conclui-
se que nao é viavel realizar os experimentos em um tempo maior (4 horas) de
reacdo, jA que em 1 hora o resultado ndo é muito diferente do que em 4 horas,
entdo, torna-se viavel trabalhar com um tempo menor (1 hora).

o A atividade inicial da enzima Novozym 435 foi de aproximadamente 46,9U/g
antes das reacdes. A enzima néo apresentou perdas de atividade no final de cada
reacao, onde obteve-se aproximadamente 52,7U/g em 4 horas, 51,2U/g em 6 horas
e 50U/g em 8 horas de reacao, podendo ser reutilizada em reciclos. Apés 8 horas de
irradiacdo pode-se observar uma pequena perda na atividade enzimética devido a
provavel colapso cavitacional.

o No planejamento proposto por Plackett & Burman o rendimento maximo
(68,38% de ésteres etilicos) foi encontrado na condi¢cdo de 70°C, razdo molar 1:3
(6leo/etanal), poténcia 40% de 132W e 20% de enzima (p/p em relagcdo a massa de
substratos). Os experimentos foram realizados com um tempo de 1 hora de reacgao,

demonstrando assim, neste planejamento, ser a condi¢cdo 6tima de trabalho.
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o De acordo com o delineamento composto central rotacional 2°> (DCCR) foi
possivel observar claramente que um aumento nas variaveis temperatura e a
concentracdo de enzima pode conduzir ao aumento da conversdo de ésteres
etilicos, observando que as conversdes mais elevadas foram obtidas nos
experimentos 3 (77,98%); 4 (76,97%) e 8 (76,96%), nas temperaturas de 63°C; 77°C
e 70°C, nas concentracfes de enzima de 27%; 27% e 30%, respectivamente. A
razdo molar dos substratos foi mantida em 1:3 (6leo/etanol). Como a diferenca nos
resultados foi considerada pequena, optou-se por trabalhar com a temperatura de
70°C e com a concentracédo de 20% (p/p) de enzima, levando em consideragéo os
resultados obtidos no DCCR 2%, com os resultados do estudo cinético prévio e do
planejamento Plackett & Burman, onde foi encontrado um rendimento de
aproximadamente 70% em ésteres etilicos utilizando 20% (p/p) de enzima. A
semelhanca entre as conversdes obtidas fez-nos definir a concentragdo de enzima
de 20% (p/p) como satisfatéria, levando em consideracdo o custo da enzima.

o Na avaliacdo cinética do efeito da concentragdo da enzima na conversdo do
processo, observou-se que em lhora e em lhora e 30 minutos, nas concentracées
de enzima de 10, 20, 25, 30 e 40% obteve-se um teor de ésteres etilicos de 42,44,
64,03; 70,71; 71,39 e 78,65% e para o tempo de 1 hora e 30 minutos observou-se
conversdes de 48,37; 65,5; 73,77; 74,76 e 78,6%, respectivamente. Portanto, notou-
se uma pequena diferenca no teor de ésteres etilicos nas condic¢des testadas, o que
nos permitiu determinar a concentracdo de enzima em 20% num tempo de 1 hora,
admitindo que ndo ha necessidade de usar uma concentracdo maior de enzima,
nem um tempo maior de reacdo, jA que a variavel tempo e as concentracfes
testadas apresentam um resultado semelhante, considerando também o alto custo
da enzima.

o Devido ao custo elevado da enzima, a reutilizacdo da mesma é um fator
essencial para a producdo de biodiesel na industria. Os estudos de reutilizacdo do
catalisador foram realizados para investigar a estabilidade da enzima sob a radiacéo
ultrasénica. A enzima Novozym 435 manteve atividade durante 2 ciclos, perdendo a
sua atividade a partir do terceiro ciclo.

o Analisando os resultados obtidos, pode-se afirmar que a atividade enzimatica

diminui consideravelmente conforme cada etapa de reuso da enzima. Esta queda na
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atividade é resultado do processo de producao de biodiesel enzimatico em sistema

livre de solvente.
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Capitulo 7 - SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Tendo como base o0s resultados obtidos neste trabalho, as seguintes
sugestbes para trabalhos futuros podem ser delineadas:

- Avaliacdo de outras lipases para a sintese de ésteres etilicos, incluindo
enzimas nao comerciais.

- Estudar a producao de ésteres etilicos a partir de outros 6leos vegetais.
- Propor metodologia para viabilizar o reuso da enzima por varios ciclos.

- Avaliagéo do tipo e da quantidade de solvente organico adicionado ao meio
reacional na converséo em biodiesel;

- Modelagem cinética dos dados experimentais obtidos.
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