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Resumo da Dissertacdo apresentada ao Programa de Pdés-Graduagdo em
Engenharia de Alimentos como parte dos requisitos necessarios para a

obtencao do Grau de Mestre em Engenharia de Alimentos.

PRODUGAO ENZIMATICA DE BIODIESEL EM SOLVENTE
ORGANICO EM BANHO DE ULTRASSOM

Luciane Batistella

Orientadores: Débora de Oliveira

José Vladimir de Oliveira

O potencial de aplicagbes de lipases em processos tecnologicos para a
modificagdo de Oleos e gorduras tem sido objeto de grande interesse nos
meios cientificos e industrial nos ultimos anos. O principal objetivo deste
trabalho foi o estudo comparativo da reagao de transesterificacdo do dleo de
soja atravées do uso de catalisadores enzimaticos utilizando sistema de
ultrassom. Os experimentos foram realizados de acordo com planejamentos de
experimentos pré-estabelecidos, variando a temperatura, concentracdao de
agua e de enzima, razao molar 6leo-etanol e poténcia do ultrassom, onde foi
usado n-hexano como solvente e duas lipases comerciais (Lipozyme RM IM,
Novozym 435). A conversdo da reagédo foi determinada pela analise das
amostras em GC/FID. Um modelo empirico foi construido para avaliar a
influéncia das variaveis de processo, bem como determinar as condi¢cdes que
maximizam a conversao para cada enzima estudada. Os resultados mostraram
que o uso do sistema de ultrassom com enzimas e solvente organico
conversdes proximas a 90% para a Lipozyme RM IM e 60% para Novozym
435. O reuso da enzima Novozym 435 apresentou uma boa estabilidade da
atividade enzimatica e conversao em ésteres durante os ciclos estudados. Ja a

Lipozyme RM IM ndo demonstrou a mesma tendéncia.
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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.

ENZYME-CATALYZED PRODUCTION OF BIODIESEL IN
ORGANIC SOLVENT UNDER ULTRASOUND IRRADIATION

Luciane Batistella

Advisors: Débora de Oliveira

José Vladimir de Oliveira

There has been a growing interest in the use of lipases for oil biotransformation
over the last decade, both from the academia and industrial sectors. The main
goal of this work was study the transesterification of soybean oil in oganic
solvent under ultrasound irradiation. For this purpose, the experiments were
performed in an ultrasonic water bath, following a sequence of experimental
designs to assess the effects of temperature, enzyme and water concentrations,
oil to ethanol molar ratio and output irradiation power on the reaction yield.
Results show that ultrasound-assisted lipase-catalyzed transesterification of
soybean oil with ethanol might be a potential alternative route to conventional
alkali-catalyzed method, as high reaction yields (~ 90 wt%) were obtained at
mild irradiation power supply (~ 100 W), and temperature (60 °C) in a relatively
short reaction time, 4h, using Lipozyme RM IM as catalyst. The repeated use of
the catalyst under the optimum experimental condition resulted in a decay in
both enzyme activity and product conversion after two cycles. The use of
Novozym 435 led to lower conversions (about 57%) but the enzyme activity was
stable after eight cycles of use, showing, however, a reduction in product
conversion after the forth cycle.
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Capitule 1 -Snlrodugiio

Capitulo 1 — Introducgao

Ha algumas décadas o mundo tem buscado um desenvolvimento
sustentavel, ambientalmente correto, socialmente justo e economicamente
viavel. A preocupacdo com diversas questdbes ambientais ndo se limita a
preservacido do planeta. Estudos apontam para a necessidade de adocéao
imediata de medidas mitigadoras ou de reversdo dos danos ja causados ao
meio-ambiente. Neste contexto, o biodiesel tem chamado a atengcdo como uma
fonte combustivel e, de uma forma geral, de energia ndo-toéxica, biodegradavel
e renovavel, com emissdes significativamente menores de particulas e gases
do efeito estufa como o CO, CO,, NO, e SO, (Tan et al., 2010; Atadashi et al.,
2010). Sendo assim, o biodiesel vem sendo considerado uma alternativa
importante e ambientalmente correta de produgao de energia.

O biodiesel é definido como o derivado mono-alquil éster de acidos
graxos de cadeia longa, proveniente de fontes renovaveis como 6leos vegetais,
gorduras animais e até mesmo 6leos de cozinha (Hu et al., 2004; Thanh et al.,
2010; Issariyakul et al., 2008). A transesterificagdo de um oleo com
monoalcoois, especificamente metanol ou etanol, promove a quebra da
molécula dos triglicerideos, gerando uma mistura de ésteres metilicos ou
etilicos dos acidos graxos correspondentes, liberando glicerina como
subproduto.

A reacao pode ser realizada por diferentes processos cataliticos, usando
catalisadores homogéneos (acido ou base), onde o glicerol produzido contém
quantidades significativas de sal como contaminante, ou catalisadores
heterogéneos (base, acido ou enzimas imobilizadas) (Medina et al., 2009).

As enzimas, em particular as lipases, sao capazes de catalisar o processo
de transesterificagdo, produzindo glicerol mais limpo e livre de contaminantes,
nao sendo necessaria a neutralizacdo dos mesmos, constituindo, assim, uma
opcao ambientalmente mais atrativa que o0s processos convencionais
(Nogueira et al., 2010).

Um grande problema relacionado ao uso de enzimas como catalisadores
para a producao de biodiesel € que a reagao é mais lenta quando comparada a
aplicacao de catalisadores alcalinos, pode ocorrer a inativagao da enzima pelo

alcool utilizado (metanol ou etanol) e, principalmente, o alto custo das enzimas
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Capitule 1 -Snlrodugiio

(Shah et al., 2004; Medina et al., 2009). A reutilizagcado de enzimas imobilizadas
vem como uma alternativa, minimizando os custos, podendo tornar estes
processos economicamente viaveis. Deve-se, no entanto, levar em
consideracao que a enzima pode ter sua atividade diminuida apds sucessivos
ciclos de uso devido, principalmente, a dessor¢do da enzima do suporte ou
mesmo inativagao por excesso de substratos e de produtos (Bajaj et al., 2010).

Com relagdao as menores taxas de reagao para reagdes enzimaticas
comparadas as reacdes catalisadas quimicamente, alternativas tém sido
propostas na literatura. Neste sentido, o sistema de ultrassom tem sido
referenciado como potencial para aumentar a estabilidade enzimatica e a
atividade catalitica, possibilitando o reuso do catalisador por sucessivas
bateladas e/ou seu emprego em processos continuos (Elie et al., 2009; Yu et
al., 2010; Kumar et al., 2011).

Os efeitos quimicos e fisicos do ultrassom originados pelo colapso
cavitational, produz localmente condicbes extremas e, portanto, induz a
formacgao de espécies quimicas que nao sao facilmente atingidas em condigbes
convencionais, dirigindo uma reatividade particular (Cintas et al., 1999).
Quando as bolhas formadas pela cavitagéo rebentam perto do limite de fase de
dois liquidos imisciveis, a onda de choque resultante fornece uma agitagéo
muito eficiente/mistura das camadas. Como consequéncia, o fenbmeno de
cavitagdo pode aumentar as taxas de reagdo em reagdes heterogéneas e,
portanto, pode se tornar uma ferramenta utii em reagdes enzimaticas
(Yachmenev et al., 2004; Li et al., 2005).

Apesar dos aspectos apontados anteriormente, poucas investigagdes tém
sido apresentadas na literatura até a presente data sobre a aplicagcdo do
ultrassom para producéao de biodiesel catalisada por lipases.

Com base no exposto anteriormente, o principal objetivo deste trabalho foi
a avaliagao da produgcao enzimatica de biodiesel a partir da utilizagado de dleo
de soja e etanol como substratos, n-hexano como solvente e duas lipases
imobilizadas comerciais (Novozym 435 e Lipozyme RM IM) em sistema de
ultrassom. O desenvolvimento do presente trabalho constou de duas partes
distintas, constituindo os principais objetivos especificos:

1) Avaliagdo do comportamento da atividade das lipases comerciais em

solvente organico em banho de ultrassom;
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2) Otimizagdo do processo de produgdo enzimatica de biodiesel em
banho de ultrassom.

Como forma de apresentacdo, o presente trabalho foi dividido em
capitulos. O Capitulo 2 apresenta uma revisao da literatura sobre os principais
assuntos abordados neste trabalho. Sao apresentados temas como a
importancia e aplicagao das lipases para as industrias, a producéo de biodiesel
por via enzimatica, e a utilizagao do sistema de ultrassom para a produgao de
biodiesel. O Capitulo 3 apresenta os materiais e metodologias empregadas
para o desenvolvimento de todas as etapas do trabalho. No Capitulo 4 sao
apresentados e discutidos os resultados relacionados ao comportamento das
enzimas Novozym 435 e Lipozyme RM IM em diferentes solventes organicos
em sistema de ultrassom bem como os relativos a sintese enzimatica de
biodiesel em solvente organico em banho de ultrassom. O Capitulo 5 apresenta
as principais conclusdes obtidas a partir da consecucado deste trabalho
juntamente com as sugestdes para trabalhos futuros. No Capitulo 6 séo
apresentadas as principais referéncias citadas para o embasamento cientifico

deste trabalho.



Capitule 2 — Revicdo Bibliogrdfica

Capitulo 2 — Revisao Bibliografica

O presente capitulo tem por objetivo apresentar, de forma sucinta, a
fundamentagdo teodrica necessaria ao desenvolvimento deste trabalho,
incluindo tépicos sobre enzimas, mais especificamente lipases; métodos de
producdo de biodiesel; produgdo enzimatica de biodiesel em sistemas
organicos; aplicagao da tecnologia de ultrassom e, para finalizar, énfase sera
dada a catalise enzimatica para producido 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 producao de

biodiesel.

2.1 Enzimas

A utilizacdo de enzimas pelo homem pode ser atribuida a antigas
civilizagdes. Importantes atividades humanas em comunidades primitivas como
a producao de certos tipos de alimentos e bebidas, e o curtimento de peles
para produzir couro para o vestuario, envolviam a aplicacido de atividades
enzimaticas, mesmo que inconscientemente.

Contudo, apenas a partir do século 19, a natureza das enzimas e a
maneira como atuam comegou a ser esclarecida. Durante o século 20, o
reconhecimento das enzimas como proteinas juntamente com o design de
técnicas para a sua purificagcdo e analise, abriram caminho para o
desenvolvimento de processos voltados a sua producao e utilizacdo industrial
(Lotti e Alberghina, 2007). Até a década de 1960, as vendas totais de enzimas
eram de apenas uns poucos milhdes de ddlares anuais, mas o mercado entéo
cresceu de forma espetacular. Devido ao melhor entendimento da bioquimica
de producado, dos processos fermentativos, e dos métodos de recuperacao,
tornou-se possivel a produgdo de um crescente numero de enzimas de forma
acessivel e sua introducdo em produtos e processos industriais reais. Ainda,
devido as diferentes transformagdes que as enzimas podem catalisar, o
numero de enzimas utilizadas comercialmente continua a se multiplicar
(Sharma et al., 2001; Kirk et al., 2002).
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Cerca de 4000 enzimas sdo conhecidas, e destas, cerca de 200 s&o
utilizadas comercialmente (Sharma et al., 2001). Os beneficios oferecidos pelas
enzimas sao a especificidade (controle dos produtos produzidos e minimizagéo
de reacgbes laterais indesejadas), as condigdes amenas (a planta industrial
pode ser operada com menor capital e custos energéticos) e a menor producao
de residuos (menor custo no tratamento de residuos e contribuigcdo desprezivel
da enzima para a DBO) (Hasan et al., 2006).

No minimo 75% de todas as enzimas industriais (incluindo as lipases) séo
hidroliticas, sendo usadas para a degradagao 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 panificagdo. Varias carbohidrases (amilases e celulases),
utilizadas em industrias como as de amido, téxtil, de detergentes e panificacéo,
representam o segundo 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, pelos elevados custos
de produgao (Paques e Macedo, 2006).

A maioria das enzimas industriais € de origem microbiana (Sharma et al.,
2001). As enzimas microbianas sao 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
manipulagédo genética, ao fornecimento regular devido a auséncia de flutuagdes
sazonais e ao rapido crescimento dos micro-organismos em meios de baixo
custo. As enzimas microbianas sao também mais estaveis e sua producgao é
mais conveniente e segura. Contudo, apenas cerca de 2% dos micro-
organismos existentes foram testados como produtores de enzimas (Hasan et
al., 2006).

2.2 Lipases
2.2.1 Histérico

Relatos prévios da produgao 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).
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Em 1856, Claude Bernard descobriu uma lipase no suco pancreatico com
uma enzima que hidrolisava gotas de dleo insoluvel e as convertia em produtos
soluveis.

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.

2.2.2 Aspectos gerais

As lipases (triacilglicerol hidrolases, EC 3.1.1.3) pertencem a um grupo
especial de esterases, classificadas como hidrolases, e atuam sobre ligagdes
éster presentes em acilgliceréis, liberando di- ou monoacilgliceréis, acidos
graxos e glicerol. Atuam sobre substratos pouco soluveis em agua, em
interfaces de lipidio/agua, hidrolisando, por exemplo, acilgliceréis de cadeia
longa (acima de 8 atomos de carbono), (C6té e Shareck, 2008; Ereicsson et al.,
2008).

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

As lipases sdo encontradas em tecidos de varios animais e plantas, e
podem ser produzidas por fermentagcdo usando varias espécies de micro-
organismos, tais com os fungos Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Penicillium e
Geoftrichum; pelas leveduras Tulopis sp. e Candida sp. e pelas bactérias dos
géneros Pseudomonas sp., Achromobacter sp. e Staphylococcus sp. Do ponto
de vista econdbmico e industrial, os micro-organismos sao preferiveis em
comparagdo as fontes animais e vegetais, devido ao alto custo do seu
isolamento.

As lipases podem catalisar uma ampla variedade de reacdes, incluindo
hidrélise, interesterificacdo, alcodlise, aciddlise, esterificacdo e amindlise.
(Dalla-Vecchia, 2004; Reis et al., 2008):
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i Hidrolise
R1COOR;3 + H,O - R1COOH + R,OH

ii. Sintese:

(a) Esterificagao
R1COOH + R,OH = R{COOR;, + H»0

(b) Interesterificagéo
R1COOR; + R3COORs4 = R3COOR;, + R{COOR4

(c) Alcodlise
R1COOR; + R30H = R{COOR; + R,OH

(d) Aciddlise
R1COOR; + R3COOH — R;COOR, + R{COOH

(e) Aminolise
R1COORs + RsNH, — R41CONHRj3 + 20H

A habilidade das lipases para realizar biotransformagdes altamente
especificas vem tornando-as crescentemente populares em industrias 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; Hasan et al., 2009; Treichel et al., 2010).

A maior vantagem do uso de lipases em relacdo a reagdes quimicas
convencionais reside no fato dessas enzimas apresentarem sempre algum tipo
de seletividade, podendo ser divididas da seguinte forma:

i. Regiosseletivas:

e lipases nao-especificas — catalisam a hidrélise de trigliceridios em acidos
graxos, que dividem-se em: primarios ou secundarios, liberando acidos
graxos na posigao 1(3) ou 2 e glicerol em qualquer posi¢cao da estrutura do
grupo acila. Como exemplo, as lipases produzidas por: Candida rugosa,

Staphylococcus aureus, Chromobacterium viscosum e Pseudomonas sp.;
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e lipases 1,3-especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos graxos
primarios, isto €, na posigao 1,3 do triacilglicerol; 2-monogliceridios e 1-2 ou
2-4 digliceridios, ambos quimicamente instaveis, ocorrendo migragdo do
grupo acila produzindo 1,3-digliceridios, ou 1- ou 3- monogliceridios. 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 relagdo ao tamanho da cadeia carbdnica e/ou ao
numero de insaturagdo do grupo acila. O caso mais classico € o da lipase de
Geotrichum candidum que hidrolisa preferencialmente ligagdes éster
envolvendo acidos graxos de cadeia longa, insaturados na posi¢cao 9 (Bertolini
et al., 1995).

iii. Enantiosseletivas. algumas lipases apresentam a propriedade de reagir
em diferentes velocidades com dois enantibmeros gerando, depois de
determinado tempo de reacdo, um excesso enantiomérico que possibilita a
resolugao de racematos e a obtengao 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). Como exemplo

classico pode-se citar a lipase produzida por Candida rugosa.

2.2.3 Caracteristicas cinéticas e fisico-quimicas das lipases

A maioria das lipases apresentam uma faixa oOtima de atividade e
estabilidade entre pH 6,0 e 8,0 e ndo requerem cofator (Ghanem e Aboul-
enein, 2005), apresentando temperatura 6tima para atividade maxima entre 30
e 40°C, embora sua termoestabilidade varie consideravelmente em funcao 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 variagbes
também dependem do método e do substrato utilizados e das condi¢gbes do
ensaio, como pH e temperatura, tornando a comparacao dificil (Freitas, 2006).
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As lipases geralmente sdo glicoproteinas acidas (Hiol et al., 1999) de
massa molecular geralmente variando entre 20 e 60kDa (Carvalho et al., 2003).
Seu ponto isoelétrico varia em uma faixa de 3,6 a 7,6, sendo majoritariamente

acidas, com pl entre 4 e 5 (Ferrer et al., 2000).

2.2.4 Estrutura tridimensional e mecanismo catalitico das lipases

Nos ultimos anos, a elucidagao da relagdo estrutura-funcéo de lipases,
bem como de seu mecanismo catalitico, na presenga ou nao de interfaces
organico-aquosas, tem sido muito estudada. A ativagdo de lipases ocorre na
interface agua-lipidio, um fenbmeno que pode ser relacionado as
caracteristicas estruturais uUnicas dessa classe de enzimas. Como as lipases e
os lipidios interagem na interface, este mecanismo ainda nao esta totalmente
claro e tem sido matéria de investigacéo intensa (Bon et al., 2008; Sharma et
al., 2001).

As estruturas tridimensionais da lipase fungica de Rhizomucor michei e da
lipase pancreatica humana foram determinadas em 1990. Desde entao,
diversas outras estruturas lipasicas foram determinadas. Essas enzimas
exibem um padrédo de formacgao caracteristico: um dobramento basico de a-B-
hidrolases. O centro ativo € formado por uma triade catalitica constituida pelos
aminoacidos serina, acido aspartico (ou glutamico) e histidina, o que também é
encontrado em serina proteases (Jaeger e Reetz, 1998; Kademi et al., 2004;
Reis et al., 2008; Bon et al., 2008).

A resolucdo da estrutura tridimensional de uma lipase por difracido de
raios-X revelou a presenga de uma estrutura o-helicoidal oligopeptidica na
superficie da proteina que protege o centro ativo, denominada “tampa”. O lado
hidrofébico da hélice é virado para dentro do sitio ativo, que fica entéo
inacessivel as moléculas do substrato. Contudo, quando uma lipase se liga em
uma interface lipidica, um rearranjo conformacional ocorre, causando o
deslocamento da “tampa”, enquanto o sitio ativo da lipase fica totalmente
acessivel para o substrato. Como um resultado, o lado hidrofobico da tampa
fica exposto a fase lipidica, aumentando as interagdes hidrofébicas entre a
enzima e a superficie lipidica. A mecanica de abertura da tampa pode variar
entre enzimas, mas em todos os casos conduz a criacdo de um sitio ativo
aberto, acessivel e hidrofébico para a ligagao lipidica. Outras estruturas

9
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tridimensionais foram descritas e a presenga da tampa corroborada, mas o
numero e a posicao das a-hélices envolvidas na composicdo da tampa difere
entre as lipases. Estudos de cristalografia mostraram, também, que a maior
parte das lipases apresenta o sitio recoberto, sugerindo que o estado inativo
provavelmente prevalece em solugdo (Joseph et al., 2008; Jaeger e Reetz,
1998; Kademi et al., 2004; Lotti e Alberghina, 2007; Bon et al., 2008).

De maneira geral, quando a enzima é cristalizada na presenca de
inibidores ou co-fatores, a estrutura obtida encontra-se sempre na conformacéao
aberta. No caso de lipases ndo complexadas, o estado conformacional da
estrutura cristalina depende da composicado e das propriedades microscopicas
da solugédo. Assim, as estruturas de lipases até hoje determinadas sé&o
geralmente divididas em duas categorias: as que tém o sitio ativo acessivel ao
solvente (estrutura aberta) e as que tém o sitio ativo inacessivel ao solvente
(estrutura fechada). Estes estados sdo importantes para a fungcdo destas
enzimas. Na auséncia de interfaces, é observada uma baixa atividade lipolitica,
sugerindo que as estruturas fechadas predominam em meios aquosos (Lotti e
Alberghina, 2007).

As estruturas tridimensionais das lipases conhecidas até hoje mostram
que o grau de mobilidade da “tampa” varia fortemente, encontrando-se desde
casos em que parece haver dois estados extremos — aberto e fechado — com
niveis de energia significativamente inferiores aos dos estados de transicéo,
até casos com tampas muito moveis, com varios estados intermediarios de
energia comparaveis (Bon et al., 2008).

O mecanismo de reacdo para lipases € comum a todos os membros da
familia serina hidrolases, sendo os complexos acila-enzima os intermediarios
cruciais em todas as reagdes catalisadas por lipases (Reis et al., 2008; Reetz,
2002). As lipases sao carboxilesterases que atuam em acilgliceridios de cadeia
de dietil p-nitrofenol (Kademi et al., 2004).

O fenbmeno denominado “ativagao interfacial” foi empregado, por muito
tempo, para distinguir lipases de esterases (enzimas ativas em ligagdes éster
de moléculas soluveis que seguem a cinética classica de Michaelis-Menten).

Esse comportamento encontrou uma explicagao estrutural alguns anos depois

10
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quando as primeiras estruturas tridimensionais das lipases foram elucidadas
(Bon et al., 2008; Lotti e Alberghina, 2007).

Contudo, a classificacdo de uma enzima lipolitica como uma verdadeira
lipase (EC 3.1.1.3) com base em sua ativagao na interface na presenga de uma
estrutura tipo tampa néo se aplica em varios casos. Lipases sem uma tampa ou
com uma tampa mas nenhuma ativag&o interfacial ja foram descritas (Lotti e
Alberghina, 2007; Bon et al., 2008). Algumas lipases ndo mostram ativagcéo na
presenca de substratos emulsificados; ao contrario, sua atividade aumenta
continuamente, indicando que essas enzimas sdo capazes de degradar
substratos monoméricos e emulsionados, enquanto esterases verdadeiras
degradam somente substratos monoméricos. Até a data, a definicdo mais
ampla de uma lipase como uma carboxilesterase que catalisa a hidrélise e a
sintese de acilglicerdis de cadeia longa é geralmente aceita e parece ser
adequada para descrever todas as lipases conhecidas (Lotti e Alberghina,
2007; Kademi et al., 2004; Jaeger e Reetz, 1998).

2.2.5 Aplicagoes industriais das lipases

Enzimas lipoliticas constituem o mais importante grupo de
biocatalisadores para aplicagdes biotecnolégicas. A produgdo de lipases
microbianas requer um entendimento detalhado do mecanismo molecular que
governa a sua secregao e formagado. A otimizagcédo de propriedades das lipases
industrialmente relevantes tem sido estabelecida com sucesso utilizando
lipases para a sintese de biopolimeros e biodiesel, a producdao de
farmacéuticos enantiopuros, agroquimicos e compostos aromaticos (Hasan,
2006).

Alguns dos produtos industrialmente importantes fabricados a partir de
Oleos e gorduras por processos quimicos podem ser produzidos por lipases
com maior rapidez e melhor especificidade em condi¢cdes brandas (Vulfson et
al., 1994). O comportamento quimio-, regio-e enantiospecifico destas enzimas
tem despertado grande interesse entre cientistas e industriais (Saxena et al.,
2003; Hasan, 2006).

A utilizagdo de enzimas lipoliticas pelas industrias apresenta vantagens
como: estabilidade a altas temperaturas e amplas faixas de pH, facilidade de

separagao dos produtos e, quando imobilizadas, podem ser submetidas as

11



Capitule 2 — Revicdo Bibliogrdfica

condicdes industriais tipicas, com reatores a temperaturas superiores a 70°C
por longos periodos de tempo (Hasan et al., 2006).

Com o aumento da conscientizagao ambiental e questdes de custo, a
biotecnologia estd ganhando espaco rapidamente, devido as diversas
vantagens que ela oferece em relagdo as tecnologias convencionais. O campo
de enzimas industriais esta vivenciando maiores iniciativas em pesquisa e
desenvolvimento, resultando no desenvolvimento de uma série de novos
produtos e em melhorias no processo e desempenho da varios produtos

existentes.

2.3 Biodiesel

O biodiesel € um combustivel composto de mono-alquil-ésteres de acidos
graxos de cadeia longa (com ou sem duplas ligagdes), obtido a partir de
matérias primas vegetais ou animais (Hu et al., 2004; Thanh et al., 2010). As
matérias-primas vegetais sdo derivadas de O6leos vegetais tais como soja,
mamona, colza (canola), palma, girassol e amendoim, entre outros, e as de
origem animal sdo obtidas do sebo bovino, suino e de aves, podendo-se
também incluir o uso de alternativas de matérias-primas como os O6leos
utilizados em fritura (cocgéo).

Esse combustivel é utilizado para substituicdo do oleo diesel, em
percentuais adicionados no 6leo diesel ou integral, nos motores a combustao
dos transportes rodoviarios e aquaviarios e nos motores utilizados para a
geracgao de energia elétrica.

O biodiesel compde, junto com o etanol, importante oferta para o
segmento de combustiveis. Ambos sdo denominados de biocombustiveis por
serem derivados de biomassa (matéria organica de origem vegetal ou animal
que pode ser utilizada para a produgdo de energia), menos poluentes e
renovaveis (SEBRAE, 2007).

A definicdo para biodiesel adotada na Lei n°® 11.097, de 13 de setembro
de 2005, que introduziu o biodiesel na matriz energética brasileira é:

“Biodiesel: biocombustivel derivado de biomassa renovavel para uso
em motores a combustdo interna com ignicdo por compressdo ou, conforme
regulamento, para geracdo de outro tipo de energia, que possa substituir

parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil.” (NR)
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O Programa Nacional de Biodiesel (Lei n° 11.097) prevé a adigdo de um
percentual minimo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado, em qualquer
parte do territério nacional. Em sua primeira etapa, o programa prevé a mistura
de biodiesel na proporgcéo de até 2% (B2) ao diesel de petrdleo e de 5% (B5)

oito anos apods a publicacio da referida lei (www.biodiesel.gov.br).

2.3.1 Matérias-primas utilizadas para producgao de biodiesel

O Brasil, por ser detentor de uma grande extenséao territorial, apresenta
uma ampla diversidade de matérias-primas para a producdo de biodiesel.
Destacam-se, dentre as principais, as oleaginosas, como o algodao,
amendoim, dendé, girassol, mamona, pinhdo manso e soja. Sdo também
consideradas matérias-primas para biocombustiveis os 6leos de descarte,
gorduras animais e Oleos ja utilizados em frituras de alimentos. No entanto, é
importante ressaltar que as propriedades quimicas e fisicas da matéria-prima
estdo diretamente associadas a tecnologia e ao rendimento do processo de
conversdo e, por conseguinte, a qualidade do produto final para fins
combustiveis.

Cada oleaginosa, dependendo da regido na qual é cultivada e segundo as
condicbes de clima e de solo, apresenta caracteristicas especificas na
produtividade por hectare e na percentagem de éleo obtida da améndoa ou
grao. A produtividade obtida também esta diretamente associada as condi¢des
de clima e do sol, as tecnologias de cultivo, a qualidade de semente e as
tecnologias de processamento praticadas. A Tabela 2.1 ilustra a relagdo das
espécies, produtividade e rendimento de acordo com as regides produtoras.

A importancia da sele¢cao da matéria-prima pode ser inicialmente avaliada
pelo seu impacto sobre o custo da producdo industrial de biodiesel, por
exemplo, via transesterificagdo (ou alcodlise) em meio alcalino. De acordo com
avaliagbes do National Biodiesel Board (www.biodiesel.org), baseadas na
producdo norte-americana de ésteres metilicos de 6leos ou gorduras, a
matéria-prima corresponde a 69,9% do custo de produgado, cabendo 8,8% a
administragdo e vendas (incluindo marketing), 6,3% ao custo de capital, 5,1%
ao alcool para transesterificagcdo, 3,4% ao custo de pessoal, 1,6% ao

catalisador alcalino, 4,0% a manutencéao, seguro e despesas incidentais e 1,0%
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ao capital de giro. Isto significa que a escolha da matéria-prima ndo pode ser

vinculada a uma decisdo meramente politica.
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Tabela 2. 1: Caracteristicas de culturas oleaginosas no Brasil com potencial de uso energético.

Rendimento
) Produtividade = Porcentagem  Ciclo de Regides Tipo de
Espécie ) ) ) (tonelada
(toneladas/ha) de dleo vida produtoras cultura ) )
6leo/ha)
MT, GO,
Algodao 15 Anual MS, BA e Mecanizada 0,1a0,2
MA
Amendoim 1,5a2 40 a 43 Anual SP Mecanizada 0,6a0,8
Dendé 15 a25 20 Perene BA e PA Intensiva MO 3a6
GO, MS, SP,
Girassol 1,5a2 28 a 48 Anual Mecanizada 0,5a0,9
RS e PR
Mamona 0,5a1,5 43 a 45 Anual Nordeste Intensiva MO 0,5a0,9
Pinhao Nordeste e
2a12 50 a 52 Perene Intensiva MO 1a6
manso MG
MT, PR, RS,
Soja 2a3 17 Anual GO, MS, MG  Mecanizada 0,2a0,4
e SP

Fonte: SEBRAE, 2007.
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Segundo dados da Abiove (Associacdo Brasileira de Oleos vegetais), a
tendéncia do Brasil € adotar a soja como matéria-prima para produgao de
biodiesel, visto que a produgado desta oleaginosa representa 95% da produgao
nacional de graos e 90% da produgao de dleos vegetais, apresentando o maior
potencial para servir de modelo para o desenvolvimento de um programa
nacional de biodiesel. Em termos mundiais, o Brasil se encontra como o
segundo maior produtor desta oleaginosa. A safra de 2009/2010 atingiu a
producao recorde de 67 milhdes de toneladas. Atualmente, a soja é a principal
cultura agricola do Brasil, em volume e geracéo de renda, representa 11% das
exportagoes totais, conta com 250 mil produtores rurais em 17 estados e gera

1,5 milhdes de empregos diretos e indiretos (www.conab.com.br;

www.abiove.com.br).

2.3.2 Técnicas para producgao de biodiesel

Os dois processos mais utilizados na producdo de biodiesel sdo a
transesterificacdo e a esterificagdo, embora existam outros processos que
também possam ser utilizados, como por microemulsdes e por pirdlise. O
objetivo desses processos € diminuir a viscosidade do 6leo vegetal assim como
melhorar o desempenho do mesmo em motores movidos a diesel (Camargos,
2005). Enfase especial sera dada, neste capitulo, a producéo de biodiesel via
reacao de transesterificacdo, escopo do presente trabalho. Detalhes acerca
dos outros métodos para producido de biodiesel podem ser encontrados nos
trabalhos de Fukuda et al., 2001; Ma e Hanna, 1999; Knothe et al., 2002).

A esterificacdo é o processo de obtencao de ésteres formados a partir da
substituigdo de uma hidroxila (-OH) de um acido por um radical alcoxila (-OR),
ou seja, € uma reagao de condensagdo de um acido carboxilico com um alcool
produzindo éster e agua catalisada por acidos (Solomons e Fryhle, 2002).
Reacdes de esterificacdo sdo exemplos de reagdes reversiveis, sendo a

reagdo inversa conhecida como hidrolise (Figura 2.1).
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(H)
/,O Esterificacdo /,O
R—C + R—OH _—— X > R—C +  HO
\ Hidrolise “O—R
OH (H+) 1

Figura 2. 1: Esquema geral para a reagao de esterificagdo.

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

Transesterificagdo € um termo geral usado para descrever uma
importante classe de reagdes organicas onde um éster é transformado em
outro através da troca do residuo alcoxila (Ma e Hanna, 1999). Quando o éster
original reage com um alcool, o processo de transesterificagdo € denominado
alcoolise (Figura 2.2). Esta reagdo é reversivel e prossegue essencialmente
misturando os reagentes. Contudo, a presengca de um catalisador (acido ou
base) acelera consideravelmente esta conversdo, como também contribui para
aumentar o rendimento da mesma (Ma e Hanna, 1999; Schuchardt et al.,
1999).

R;COOR
H,C—OCOR, ! 4 —
| catalisador + Hy(—OH
HC—OCOR, + 3R4;—OH — R,COOR4 HC—OH
H,C—OCOR .
Triglicerideo Mistura de ésteres Glicerol

Figura 2.2: Esquema geral da reacao de transesterificagdo de um trigliceridio.

Acredita-se que trés sucessivas e reversiveis reagbes acontecam. O
primeiro passo € a conversao de um trigliceridio a um digliceridio, seguido pela
conversao de um digliceridio a monogliceridio e do monogliceridio para glicerol,
gerando uma molécula de éster de cada gliceridio a cada fase da reacgéo

(Srivastava e Prasad, 2000), conforme representado na Figura 2.3.

17



Capitule 2 — Revicdo Bibliogrdfica

Triglicerideo + ROH - Diglicerideo + RCOOR
Diglicerideo +  ROH - > Monoglicerideo  + RCOOR
Monoglicerideo +  ROH - Glicerol + RCOOR

Figura 2.3: Representacdo das etapas da reagdo de transesterificacdo de

Oleos vegetais.

Com relacdo ao agente transesterificante, o processo reacional ocorre
preferencialmente com alcoois de baixa massa molecular, como por exemplo,
metanol, etanol, propanol, butanol e alcool amilico (Ferrari et al., 2005), mas
metanol e etanol s&o os mais frequentemente empregados. Metanol é o mais
utilizado devido ao seu baixo custo na maioria dos paises e as suas vantagens
fisicas e quimicas (polaridade, alcool de cadeia mais curta, reage rapidamente
com o triacilgliceridio e dissolve facilmente o catalisador basico). Além disso,
permite a separagédo simultdnea do glicerol (Ma e Hanna, 1999). No entanto, &
um produto toxico. A mesma reagao usando etanol é mais complicada, pois
requer um alcool anidro, bem como um 6leo com baixo teor de agua para levar
a separagao do glicerol (Ma e Hanna, 1999). A vantagem de se usar o etanol
obtido da cana-de-agucar, que € 100% renovavel e garante maior seguranga
na manipulagdo devido a sua menor toxicidade, é totalmente biodegradavel,
tanto que € usado na area de alimentos. O metanol também é conhecido por
causar inativagdo mais do que o etanol. Portanto, o etanol é geralmente
preferido para realizagdo de transesterificacdo catalisada por lipase para a
preparagao de biodiesel (Naranjo et al., 2010). Além disso, no Brasil existe uma
maior disponibilidade do alcool de cana (maior produtor mundial de etanol),
enquanto parte (50% aproximadamente) do metanol consumido no pais para
outras finalidades é importado.

Este procedimento pode ser realizado tanto em meio acido como em meio
basico ou utilizando enzimas. Entre os catalisadores basicos estdo os
hidroxidos de metais alcalinos, carbonatos e alcdéxidos de metais alcalinos
(metdxido de sddio, etdéxido de sddio, propdxido de sddio e butdxido de sodio).

A maior parte dos trabalhos descritos na literatura emprega catalisadores
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basicos, tais como KOH e NaOH, onde foram observados maiores rendimento
e seletividade (Freedman et al., 1986).

No entanto, outros catalisadores basicos ndo ibnicos podem ser usados
na transesterificagdo dos triacilglicerdéis, evitando a formagédo de subprodutos
indesejaveis como os sabdes, entre eles trietilamina, piperidina, guanidinas (Ma
e Hanna, 1999). Acido sulfarico, acidos sulfénicos e &acido cloridrico sdo
geralmente empregados como catalisadores acidos.

A conversao enzimatica de O6leos vegetais em biodiesel oferece uma
opgao ambientalmente mais atrativa que os processos convencionais (Prasad
et al., 2006; Tan et al., 2006). Enzimas hidroliticas como as lipases sdo usadas
como biocatalisadores, embora o0 processo enzimatico nao tenha sido

desenvolvido comercialmente (Ma e Hanna, 1999).

2.3.3 Transesterificagao catalisada por enzimas

Embora a transesterificagdo quimica usando um processo de catalise
alcalina proporcione niveis elevados de conversdo dos trigliceridios aos seus
correspondentes alquil ésteres de acidos graxos, este processo encerra uma
série de desvantagens, como: grande gasto de energia, a recuperagdo do
glicerol é dificil, o catalisador acido ou alcalino tem que ser retirado do produto,
o efluente alcalino requer tratamento. Os catalisadores enzimaticos como
lipases, em contrapartida, sdo capazes de catalisar a transesterificacao de
trigliceridios em sistemas aquosos ou n&o aquosos (Meher et al., 2006; Fukuda
et al., 2001; Helwani et al., 2009).

A Tabela 2.2 apresenta uma comparacado entre os métodos da catalise
basica e enzimatica, especificamente para a produgao de biodiesel. Deve-se
salientar que no processo enzimatico o subproduto, a glicerina, pode ser
facilmente recuperado com simples processos de separagao. No entanto, os
catalisadores enzimaticos sido frequentemente mais caros do que catalisadores
quimicos, de modo que a sua reciclagem e reutilizagdo € muitas vezes
indispensavel para a viabilidade comercial.

Embora, no momento, o alto custo de producdo da enzima € o maior
obstaculo a comercializagdo de processos catalisados pelas mesmas, os

recentes avangos na tecnologia de enzimas, tais como o uso de lipases
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tolerantes a solventes e lipases imobilizadas que podem tornar sua reutilizagao
possivel, estdo sendo testadas para desenvolver sistemas de baixo custo
(Oliveira et al., 2005; Oliveira et al., 2006; Rosa et al., 2008).

Embora a transesterificagdo catalisada por enzimas ainda nao seja
aplicada comercialmente, alguns resultados foram relatados na literatura.
Esses estudos consistem principalmente na otimizacdo das condi¢cbes de
reacao (temperatura, solvente, pH, razdo molar alcool/6leo, o tipo de micro-
organismo que gera a enzima, etc) a fim de estabelecer as caracteristicas
adequadas para uma industria. Sintese de biodiesel utilizando enzimas, tais
como Candida antarctica (Reyes et al., 2005; Jeong et al., 2007), Candida
rugosa (Linko et al., 1998; Shao et al., 2008), Candida sp. (Lv et al., 2008),
Pseudomonas cepacia (Shah et al., 2007), Rhizomucor miehei (Lipozyme RM
IM) (Bernardes et al., 2007), Pseudomonas fluorescens (Luo et al., 2006),
Pseudomonas sp. (Lutz et al., 2006) e Thermomyces lanuginosus (Dizge et al.,

2007) sao relatadas na literatura.

Tabela 2. 2: Comparacédo entre os métodos de catalise alcalina e catalise

enzimatica na producgao de biodiesel (Fuduka et al., 2001).

Processo de catalise Processo de catalise
alcalina enzimatica
Temperatura de reagao 333 -338 303 -313
(K)
Acidos graxos livres nas  Produtos saponificados Metil ésteres
matérias-primas
Agua nas matérias Interferéncia com a N&o influencia
primas reagao
Rendimento de metil Normal Maior
ésteres
Recuperacéo de glicerol Dificil Facil
Purificacdo de metil Lavagem repetida Nada
ésteres
Producgao por catalise Barato Relativamente caro
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2.3.4 Producao enzimatica de biodiesel em solvente orgéanico

A sintese enzimatica de biodiesel pode ser realizada utilizando
solventes organicos ou sistema livre de solventes (somente a mistura de
substratos). Normalmente, em sistemas organicos de solventes, as lipases
podem catalisar conversao de dleos (por exemplo, 6leo de colza, 6leo de soja)
para ésteres alquila de acidos graxos quando a aliquota de alcool é adicionada
no inicio do processo (Szczesna et al., 2009).

Os solventes organicos sao utilizados na sintese enzimatica de biodiesel
a fim de aumentar a taxa de transesterificacdo através da solubilidade mutua
dos TAGs hidrofébicos e alcoois hidrofilicos. Observa-se que a solubilidade de
propanol e butanol em d6leos é muito superior ao do metanol e etanol e,
portanto, estes dois alcoois primarios nao precisa de solvente organico
adicional (Soumanou et al, 2003).

Entre os solventes organicos utilizados para a sintese enzimatica de
biodiesel os mais adequados sao os hidrofébicos, tais como isooctano (log P =
4,7), n-heptano (log P = 4,0), éter de petréleo 60-120 (log P = 3,5-4,3), éter de
petréleo 40-60 (log P = 3,2), n-hexane (Log P = 3,5) e cicloexano (log P = 3,1),
bem como terc-butanol com log P = 0,83 (Su et al., 2008; Royon et al., 2008).
Solventes organicos hidrofilicos interajem fortemente com as moléculas de
agua da camada de revestimento da enzimas e, portanto, eles sdo muito
menos uteis na catalise enzimatica (Royon et al, 2007).

Solventes mais sofisticados e caros s&o os liquidos idbnicos (pares de
ions, que sao liquidos a temperatura ambiente), que podem ser usados na
sintese de biodiesel (Zhang et al., 2011). Os liquidos iGnicos s&o nao-volateis,
ndo-toxicos e termicamente estaveis, além disso, a sua hidrofobicidade/
hidrofilicidade pode ser ajustado de acordo com a natureza do cation e do
anion constituintes. Além disso, eles dissolvem muitas moléculas polares e ndo
polares que participam do processo de transesterificacdo e pode estabilizar
algumas enzimas (Zhang et al., 2011).

Os custos da producéo de biodiesel na industria quimica sdo menores do
que os dos processos enzimaticos, no entanto, se a poluigdo ambiental for
levada em consideragéo, esses custos sdo comparaveis (Canakci et al., 2003).
A fim de diminuir os custos de produgdo, vem sendo utlizadas lipase

resistentes e desenvolvidos de sistemas que fornecem a longo prazo, uso
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repetitivo destes biocatalisadores, os quais podem dar origem a substituigdo de
processos quimicos por enzimas (Szczesna et al., 2009; Gerpen, 2005; Meher
et al., 2006; Srivathsan et al., 2008).

Resumindo, a principal razdo da adigdo de solventes organicos para
misturas de alcool/6leo consiste em melhorar a solubilidade mutua dos destes
substratos e aumentando a estabilidade operacional da lipase. Solventes
organicos eliminam a necessidade de adicionar alcoois em porg¢des. Desde
inflamabilidade, volatilidade e toxicidade dos solventes organicos podem
prejudicar scale-up de producgédo de biodiesel, a transesterificacdo enzimatica
em sistemas de solventes tem sido intensamente investigados (Szczesna et al.,
2009).

2.3.5. Escolha de solventes para reagao enzimatica

A selecéo do solvente organico é um fator crucial na catalise enzimatica
em meio ndo aquoso, devido a interferéncia direta desta na estabilidade,
atividade e especificidade da enzima. Embora reacbes catalisadas por lipases
na presencga de solventes organicos apresentam muitas vantagens (Ji et al.,
2010), a maioria das enzimas, incluindo as lipases, ndo é estavel em solventes
organicos, especialmente os solventes hidrofilicos.

Em geral, solventes hidrofobicos sdo menos prejudiciais para as enzimas
de forma significativa com a agua necessaria para manter a estrutura da
enzima. Solventes hidrofilicos tendem a retirar a agua essencial da estrutura
protéica, conduzindo a perda de atividade enzimatica (De Paula et al., 2005).
Além disso, um solvente orgéanico ideal pode dissolver consideravelmente o
substrato, favorecendo o progresso da reagdo, sem afetar a atividade
enzimatica (Tsukamoto, 2006).

De uma maneira geral para a otimizagao dos sistemas biocataliticos em
solventes organicos, o log P é considerado um bom método quantitativo, uma
vez que representa a polaridade do solvente. A seguinte classificagdo é
recomendada para a escolha da maioria dos solventes organicos adequados
para a catalise enzimatica: (i) os solventes com log P < 2, devido a sua alta
polaridade pode causar a desnaturagdo do catalisador, (ii) os solventes com 2

<log P < 4 sao considerados moderado e (iii) os solventes com log P > 4 pode
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ser considerado o mais adequado, pois eles sao n&o-polares (Tsukamoto,
20006).

Para superar essa limitagcdo do uso de solventes, varias estratégias, tais
como a modificagdo quimica, imobilizagdo, e proteina de engenharia, tém sido
empregadas para a estabilizagado de enzimas para uso em solventes organicos.
Alternativamente, tem sido proposto que em vez de modificar as enzimas para
aumentar a sua estabilidade perante os solventes, € mais conveniente realizar
uma triagem das enzimas naturalmente evoluidas que sejam tolerantes a

solventes, para aplicagdo em nao-aquosos sintese enzimatica (Ji et al., 2010).

2.4, Ultrassom

O ultrassom é uma onda mecanica que esta no intervalo de frequéncia de
20 kHz a um limite superior que ndo é precisamente definido, mas geralmente
definido para os gases em 5 MHz e de 500 MHz para liquidos e solidos
(Mason, 2002).

Estas ondas sdo produzidas por deformagdes provocadas pela diferenca
de pressdo em um meio elastico ou deformavel como ar, metais, isolantes,
agua, entre outros. Estas ondas necessitam de um meio para se propagar, isto
€, ndo se propagam no vacuo (Maia et al., 2000).

O ultrassom foi descoberto em 1880 por Curie enquanto este estudava o
efeito piezoelétrico e 14 anos depois Thornycroft e Barnaby observaram que,
na propulsao de misseis, uma fonte de vibragdo era gerada causando implosao
de bolhas e cavidades na &agua, fendbmeno que ficou conhecido como
cavitagdo. 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 frequéncia 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).

As ondas ultrassOnicas s&o geradas por transdutores ultrassdnicos. Esses
transdutores sdo feitos de materiais piezoelétricos que apresentam um
fendbmeno chamado efeito piezoelétrico. Piezoeletricidade é a propriedade que

certos materiais apresentam quando a aplicagdo de uma voltagem nos
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eletrodos de sua superficie causa uma deformagdo mecanica numa certa
direcdo. Esse é o chamado “efeito piezoelétrico direto”. Similarmente, existe o
“efeito piezoelétrico inverso” quando a aplicagdo de uma forga mecanica na
superficie do material resulta no aparecimento de uma voltagem nos eletrodos.

Segundo Mason (2007), o ultrassom pode ser classificado de acordo com
o nivel de frequéncia em:

e Alta freqiiéncia (2-10 MHz) e baixa poténcia (<1 W/cm?), utilizado em
diagnostico de imagem e analises quimicas;

e Baixa freqiiéncia (20-100 KHz) e alta poténcia (10-1000 W/cm?),
utilizado para a sonoquimica.

O ultrassom é um fenémeno fisico que influencia no processo de criar,
aumentar e rebentar cavidades de vapor e gases, denominado cavitagdao, em
um liquido promovendo efeitos de ativacdo em reagdes quimicas.

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

Existem muitos fatores que afetam a cavitagdo: presengca de gas
dissolvido, frequéncia de irradiagdo, temperatura, viscosidade, tensao
superficial, pressao externa e presenca de particulas em solugao (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 implos&o 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 destruicio da bolha ocorre
assimetricamente originando um jato de liquido em diregdo a superficie soélida,
podendo causar erosdo localizada. Mas existem também microfluxos de
liquidos que acabam por favorecer o transporte de massa entre a fase liquida e

a superficie solida, acelerando algumas reagdes quimicas (Liu et al., 2008).
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2.4.1 Equipamentos ultrassonicos

Dois equipamentos de ultrassom sao mais utilizados para realizagdo em
reacdes quimicas: o banho de ultrassom e a ponteira ultrassonica. A fonte de
energia ultra-sonora 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 ultra-sonoros ao meio reacional (Barbosa e
Serra, 1992).

No banho, o transdutor € diretamente preso no fundo da cuba do aparelho
e a energia ultra-sonora € transmitida através de um liquido, normalmente agua
(Figura 2.4). Neste caso, ha muita dispersdo de energia ultra-sonora, e
consequentemente, menor influéncia nos sistemas reacionais. Na sonda, o
transdutor é acoplado na extremidade do equipamento e entra em contato
direto com o sistema reacional, por isso geralmente € mais eficiente (Figura
2.5) (Barbosa e Serra, 1992).

Nos ultimos anos tém sido relatados estudos com a utilizacdo de
ultrassom em reagdes quimicas, bem como em outras areas da ciéncia visando
a homogeneizagdo, rompimento de células, emulsificacdo, esterilizagao,

cavitagao, limpeza e soldagem, entre outros.

mistura reacional

agua+detergente

tanque de aco —

| - | | & | | » | aquecedor
I // (opcional)

transdutores

Figura 2. 4: llustracdo esquematica do banho de ultrassom.
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Figura 2. 5: llustragdo esquematica da ponteira ultrassonica.

2.4.2 Producgao de biodiesel em sistema de ultrassom

Biodiesel (ésteres monoalquilicos de acidos graxos), produzidos a partir
de Oleos vegetais, gorduras animais e Oleos de microalgas por
transesterificagdo 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.

O processo de producdo de biodiesel utilizando ultrassom vem como
alternativa ao processo convencional de producédo, uma vez que as cavitagdes
(formagao, 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 reagdo e a quantidade de
reagentes necessaria e aumentam o rendimento e a seletividade da reag¢ao (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
investigacao tem sido apresentada até a presente data sobre as aplicagdes de

irradiacao de ultrassom na producgao de biodiesel catalisada por lipases.
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Yu et al. (2010) estudaram a producgédo de biodiesel com d6leo de soja e
metanol em sitema de ultrassom utilizando como catalisador a enzima
Novozym 435. Nas condi¢cdes otimas (50% da energia ultrassénica, 50% de
vibragao, teor de agua de 0,5%, razdo molar de 1:1 alcool terc-amil/volume de
oleo, 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
condi¢des, a enzima nao apresentou perdas de atividade durante os reciclos.

Kuma et al. (2011) avaliaram a produgdo de ésteres metilicos através da
metandlise 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
oleo/metanol (1:3 — 1:5), da concentracéo 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 condig&o 6tima obtida foi em 30 min de reagao, razédo
molar 6leo/metanol de 1:4, concentragdo do catalisador de 5 wt%, ultrassom
com amplitude de 50% e ciclos de 0.7s (cada segundo). Nestas condigbes

otimizadas obteve-se o rendimento maximo = 84,5% de biodiesel.

2.5 Consideragoes finais

A literatura aponta que o Brasil possui tradicdo no cultivo da soja, além
de capacidade de esmagamento e cadeia produtiva bem estabelecida. Avalia-
se que paralelo ao excedente do Oleo de soja no mercado, verifica-se a
crescente demanda de Oleos vegetais para a produgcdo de combustiveis
alternativos, devido a necessidade emergente de implantagdo de unidades
produtoras de biodiesel. Diante desse cenario, o uso do 6leo de soja para a
produgcdo de biodiesel torna-se uma alternativa interessante no contexto
nacional atual. A mesma situacdo se aplica a utilizacdo de etanol como
substrato para produgdo de biodiesel em substituicdo ao metanol, alcool
convencionalmente utilizado para tal fim.

O emprego de enzimas como catalisadores nas reagdes de produgao de
biodiesel apresenta muitas vantagens em relagdo aos catalisadores quimicos
homogéneos. Varios pesquisadores relatam o uso de enzimas aplicadas as
reagcdes de transesterificagdo em solventes orgénicos. No entanto, poucos

trabalhos tém sido apresentados na literatura no que se refere a producao
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enzimatica 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 realizagéo deste trabalho, cujo maior
objetivo reside no estudo da produgédo enzimatica de biodiesel em solvente
organico em banho de ultrassom, no que diz respeito a otimizagdo das
condicbes operacionais do processo fazendo uso da ferramenta do
planejamento de experimentos e avaliagao do reuso do catalisador na condi¢éo

otimizada do processo.
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Capitulo 3 — Material e Métodos

3.1 Material
3.1.1 Enzimas

Foram utilizadas duas lipases comerciais de origem microbiana:

eNovozym 435 - Produzida a partir de Candida antarctica, imobilizada em
resina acrilica macroporosa de troca ibnica, pela Novozymes Brasil/ Araucaria-
PR. A enzima atua randomicamente nas 3 posigdes do trigliceridio. O produto &
constituido por particulas de formato esferoidal, com didmetro de particula
entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de aproximadamente 430 kg/ms. Este produto
é fornecido com quantidade de agua entre 1-2%. Segundo o fornecedor, a
enzima pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 40-70°C (NOVO
NORDISK, 1992);

eLipozyme RM IM - Produzida por fermentagdo submersa de Rhizomucor
miehei e imobilizada em resina de troca idnica. Apresenta especificidades nas
posicées 1,3 do trigliceridio. Possui tamanho de particula entre 0,2-0,6 mm,
densidade entre 350-450 Kg/m?® e conteudo de agua entre 2-3%. Segundo o
fornecedor, a enzima pode ser utilizada em temperaturas na faixa de 30-70°C
(NOVO NORDISK, 1992).

3.1.2 Reagentes

Foram utilizados os seguintes reagentes/solventes:

e Terc-butanol (99,5%), etanol (99%), iso-octano (99%), n-hexano (99%),
etanol (99%), alcool iso-propilico (99,5%), acetona e metanol grau HPLC
(UV/HPLC — grau espectroscopico), todos adquiridos da Vetec SA e
utilizados sem nenhum tratamento prévio;

e Para as analises cromatograficas foram utilizados padrbes do metil
éster do acido nervénico (C24:1) e o metil éster do acido miristico (C14) e
como padrao interno foi adotado o heptadecanoato de metila (C17:0),
todos de procedéncia Sigma-Aldrich. Para o preparo das solugdes foi
utilizado como solvente n-heptano marca Merck, de pureza 99,9%, cuja

pureza segue a Norma Européia EN14103.
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3.1.3 Substratos para a reagao de transesterificagao
Como substratos foram usados:
eAcido laurico (Vetec) e alcool n-propilico (Vetec) para dosagem da
atividade de esterificacado das lipases;
« Oleo de soja (BUNGE), sem nenhum tratamento prévio;
e Alcool etilico (Nuclear) 99,5%;

e Hexano (F.Maia) 98,5%.

3.1.4 Equipamentos
Dentre os equipamentos utilizados para o desenvolvimento deste
trabalho, pode-se citar:

e Agitador magnético marca Fisatom, modelo 550;

Balanga Analitica marca Bel Engineering;

e Estufa modelo JP 101, marca J. Prolab;

¢ pHmetro digital PG 2000, marca Gehaka;

e Dessecador;

e Rotavapor marca Fisatom, modelo 550;

e Freezer modelo Frost Free 270, marca Brastemp;

e CG/FID Shimadzu modelo 2010, equipado com uma coluna capilar
apolar modelo RT-WAX;

e Banho de ultrassom com frequéncia de 37 kHz e poténcia de 132 W

(USC 1800A, UNIQUE).

3.2 Metodologia
3.2.1 Estudo da influéncia dos solventes organicos sobre a atividade
enzimatica em banho de ultrassom

A avaliagdo do comportamento da atividade enzimatica na presenca dos
diferentes solventes, etanol (log P 0,24), terc-butanol (log de P 0,80), hexano
(log P 3,50), iso-octano (log P 4,50) e alcool iso-propilico (log P 0,28) foi
realizada em um banho de ultrassom nas temperaturas de 50°C para a enzima
Lipozyme RM IM e 70°C para a enzima Novozym 435, sem agitacdo mecéanica.
Foram utilizados 0,5 g de enzima e 8,3 mL de solvente. Antes do inicio da

reacdo ativou-se a enzima em estufa a 40°C durante 60 minutos. Os
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experimentos foram conduzidos nos tempos de 1, 2, 3, 4, 5,6, 7,8, 9e 10
horas. Posteriormente, as enzimas foram secas em estufa a 40°C durante
alguns minutos. Em seguida, as mesmas foram mantidas em dessecador por
no minimo 18 horas. Com as enzimas secas mediu-se a atividade enzimatica

de esterificagdo, seguindo metodologia descrita posteriormente.

Analises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A fim de verificar possiveis alteragdes nas propriedades morfolégicas das
enzimas apos tratamento em sistema de ultrassom, as mesmas foram
analisadas por microscopia eletronica de varredura (MEV) (modelo XL-30
ESEM, Phillips). As amostras das enzimas foram dispostas em placa metalica e
as mesmas sofreram um tratamento prévio de atomizacdo com ouro para

tornar-se condutora e para melhorar a definicdo da imagem.

Estabilidade das lipases tratadas em ultrassom em baixas temperaturas
Apods o tratamento em ultrassom com os diferentes solventes organicos
etanol, hexano e terc-butanol, devido ao etanol ter apresentado um
comportamento bastante diferente aos demais solventes, e a escolha do n-
hexano e terc-butanol devido a estes serem os solventes mais utilizados na
industria de biodiesel, e a ndo escolha do iso-octano e alcool iso-propilico,
devido a eles apresentarem influéncia na atividade enzimatica parecidas com o
n-hexano e terc-butanol, e por ndo serem muito utilizados para producdo de
biodiesel. As enzimas tratadas e uma amostra da enzima sem sofrer
tratamento foram armazenadas em geladeira (4°C) e entado realizada a medida
de atividade de esterificagdo, durante um periodo de 100 dias para

monitoramento da atividade enzimatica.

3.2.2 Producao de biodiesel em sistema de ultrassom utilizando as
enzimas Novozym 435 e Lipozyme RM IM
3.2.2.1 Determinacao do tempo reacional

Os ensaios cinéticos preliminares foram realizados em batelada (modo
destrutivo), sendo a temperatura mantida constante no banho de ultrassom. O
recipiente de reacéo (baldo de fundo redondo de 250 mL) foi acoplado a um

condensador de refluxo total ligado a um banho termostatico na temperatura de
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15°C para evitar a evaporacdo da meio reacional, formado pelos substratos

(6leo e alcool), solvente e enzima (Figura 3.1).

Figura 3. 1: Vista geral do aparato experimental utilizado para producdo

enzimatica de biodiesel em solvente organico em sistema de ultrassom.

Os tempos reacionais foram testados utilizando as duas lipases
comerciais, Lipozyme RM IM e Novozym 435. Amostras foram retiradas em
intervalos de 1 hora, totalizando 8 horas, visando a obtenc¢do da curva cinética
da reacgao. A condi¢cao experimental testada foi: razdo molar 1:3 (1g de d6leo e
0,165 g de etanol) (R.M), temperatura de 65°C (T), concentragdo da enzima de
5% (p/p) [E], sem adicao de agua e 100% de poténcia de ultrassom. Todas as
reagdes (0,05 g), foram realizadas utilizando n-hexano (40 mL) como solvente.

Decorrido o tempo de reacdo, a amostra foi filtrada para retengcdo da
enzima para posterior recuperagao e medida da atividade residual. A amostra
sem enzima foi levada a rotaevaporador para evaporacao do solvente a 60°C.
A Figura 3.2 representa o fluxograma geral do procedimento experimental

adotado nesta etapa do trabalho.
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Baldo com a reagio

Sistema de Controle da . ,
ultrassom temperatura Oleotetanol+enzima+
n-hexano
Determinagio da e o
e Filtracéc e
conversao de AR T
T evaporacao do Mistura reacional
ésteres por analise ;
sclvente

cromatografica

Figura 3. 2: Fluxograma do procedimento experimental para a reagdo de

transesterificagdo enzimatica em solvente organico em sistema de ultrassom.

3.2.2.2 Otimizacao da conversao na reacao de producao enzimatica de
biodiesel em solvente organico em sistema de ultrassom

Na determinacdo das condicbes experimentais para maximizacao da
produgdo enzimatica de biodiesel em sistema de ultrassom com as enzimas
comerciais imobilizadas Novozym 435 e Lipozyme RM IM, foi utilizada uma
estratégia sequencial de planejamentos fatoriais.

Inicialmente optou-se por um delineamento de Plackett & Burman de doze
(12) ensaios (PB-12), com o ponto central em ftriplicata, onde foi avaliada a
influéncia de cinco variaveis (temperatura, razdo molar oleo/etanol,
concentragdo de enzima, concentragdo de agua e poténcia do ultrassom) e
foram mantidos fixos o tempo de contato (4 horas) e o volume de solvente (40
mL de n-hexano).

Posteriormente, foi realizado um DCCR 2% com dois pontos axiais para
cada variavel e triplicata do ponto central, totalizando 11 experimentos para
cada enzima. Nesta etapa, foram avaliados os efeitos da concentracdo de
enzima e da temperatura, mantendo-se fixos, além do tempo de reacdo e do
volume de solvente, a razdo molar oleo/etanol (1:3), a concentragdo de agua
adicionada (0%) e a poténcia do ultrassom, para a Lipozyme RM IM (100%) e a
Novozym 435 (40%).

A Tabela 3.1 apresenta as variaveis e a faixa de estudo para os

delineamentos experimentais realizados. A resposta avaliada em todos os
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experimentos foi a conversdo em ésteres (%), seguindo metodologia a ser

descrita posteriormente.

Tabela 3. 1: Niveis dos fatores investigados nos planejamentos experimentais

sequenciais.
Planejamento PB-12
Variaveis/Niveis -1,41 -1 0 1 1,41

Temperatura (°C) - 40 55 70 -
Razao Molar* - 1:3 1:6,5 1:10 -
Concentragao de Enzima

(% m/m) - 5 12,5 20 -
Agua (%m/m) - 0 5 10 -
Poténcia (%) - 40 70 100 -

DCCR 22 Novozym 435

Concentragao de Enzima
(% m/m)

Temperatura (°C) 60 63 70 77 80

10 12,9 20 271 30

DCCR 22 Lipozyme RM IM

Concentragao de Enzima
(% m/m)

Temperatura (°C) 40 43 50 57 60

10 12,9 20 271 30

*(razao molar 6leo/etanol)

Os dados experimentais obtidos em cada planejamento experimental
foram tratados estatisticamente. A anadlise estatistica relacionada com os
efeitos estimados de cada variavel e maximizacdo dos processos foi realizada
através do erro padrao relativo entre os dados experimentais e os preditos. A
formulacdo dos modelos hibridos foi verificada por meio do coeficiente de
correlagdo (R). Todas as analises foram realizadas utilizando o software
Statistica versao 6.0 (Statsoft Inc, USA).
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3.2.3 Estudo de sucessivos ciclos de uso das enzimas Novozym 435 e
Lipozyme RM IM na produc¢ao de biodiesel em sistema de ultrassom

Os ensaios de reuso das enzimas foram realizados nas condigdes
experimentais onde se obteve os melhores resultados de conversdao em
biodiesel nos planejamentos experimentais completos (DCCR 22), referentes as
seguintes condi¢des: para a Lipozyme RM IM, 12,9% de enzima, 57°C de
temperatura, 100% de poténcia de ultrassom, razao molar 6leo:etanol 1:3. Para
a Novozym 435, 27,1% de enzima, 63°C de temperatura, 40% de poténcia de
ultrassom, razdo molar Oleo:etanol 1:3 oOleo etanol. Foram avaliadas oito
bateladas consecutivas, com tempo de reagao de 4 horas/batelada.

Devido ao equipamento de ultrassom ser de pequeno porte, nido foi
possivel fazer uma reacdo aumentando a escala dos substratos. Para tanto, os
reusos foram feitos de duas maneiras:

12: utilizando sempre um lote n&o utilizado de enzima, aumentando 4
horas cada reacao, partindo-se de 4 horas até 32 horas, totalizando 8 ciclos.
Apds cada batelada, foram determinados o teor de ésteres etilicos e a atividade
enzimatica.

22: utilizando a mesma enzima para todos os ciclos, ou seja, a enzima foi
recuperada ao final de cada reacdo, onde o biocatalisador imobilizado foi
separado do meio reacional por filtragdo com papel de filtro. Em seguida,
realizou-se duas lavagens com 10 mL de hexano e filtrou-se a vacuo a
suspensao obtida. Este procedimento é uma variacédo do método desenvolvido
por Castro e Anderson (1995), que utiliza heptano. Posteriormente secou-se a
enzima em estufa a 40°C durante uma hora. A enzima recuperada foi mantida
em dessecador por 24 horas. Apos este periodo, a atividade da mesma foi
determinada para verificar possiveis perdas durante a reagao e torna-la apta
para a reutilizagao.

A medida de atividade foi realizada no inicio e no final das rea¢gdes com a
enzima recuperada. Antes de iniciar o procedimento de medida de atividade, as
enzimas imobilizadas foram secas em estufa a 40°C durante uma hora
(OLIVEIRA et al., 2006a), para perda de umidade livre.
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3.2.3 Metodologia analitica
3.2.3.1 Determinagao da atividade de esterificagao das lipases

A determinacgao da atividade de esterificagao das lipases foi quantificada
pelo consumo de acido laurico na reacao de esterificagao entre o acido laurico
e alcool propilico com razdo molar acido-alcool de 3:1 a temperatura de 60°C,
com a enzima a 5% (m/m) mantida sob agitacdo por 40 minutos.

A reacao iniciou-se pela adicdo da enzima ao meio reacional, em um
reator de vidro fechado, de 20 mL, provido de agitagdo magnética e conectado
a um banho termostatico. Foram retiradas aliquotas (triplicata) de 150 uL, e a
reacdo foi interrompida pela adicdto de 20 mL de uma solugédo de
acetonal/etanol 1:1 (v/v). Os acidos graxos nao consumidos na reagao foram
titulados até pH 11,0 com uma solugdo de NaOH 0,01N. Os brancos reacionais
foram preparados retirando-se aliquotas (triplicata) de 150 pL previamente a
incubacao no reator e interrompendo-se a reagcdo com 20 mL de acetona/etanol
1:1 (v/v). Os brancos também foram titulados até pH 11,0 com solugcéo de
NaOH 0,01 N. (Oliveira et al., 2006).

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima
necessaria pra consumir 1 ymol de acido graxo por minuto nas condigdes

experimentais descritas, determinada por meio da Equacéo 3.1.

(Va=Vp)XN x 103
t Xma

Atividade (U/g) = Equacéo (3.1)
onde:

N: normalidade da solugdo de NaOH (mol.L-1);

Va: volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada do reator no tempo
zero (mL);

Vp: volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra retirada apdés 40 minutos de
reagao (mL);

ma: massa de preparagao enzimatica utilizada na reacgao (g);

t: tempo de reacédo (minutos);

1U = 1umol de acido/min.
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Para o calculo da atividade de esterificacdo relativa foi utilizada a
Equacéo 3.2:

Atividade Relativa (%) = ::—f x 100 Equacéo (3.2)

onde:
As. atividade enzimatica final (U/g);

Ao: atividade enzimatica inicial (U/g).

3.2.3.2 Metodologia analitica para determinagao da conversao em ésteres
Preparacgéo das amostras para analise

As amostras obtidas foram preparadas seguindo trés etapas:

12 Etapa - Preparo de padrdo: 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.

22 Etapa: Uma aliquota de 0,250 g da amostra foi transferida para um
baldo volumétrico de 10 mL e posteriormente aferido o volume do mesmo com
heptano.

32 Etapa: Foi transferido para um baldo volumétrico de 1 mL uma aliquota
de 50 uL da amostra preparada na 22 etapa e mais 50 uL do padrao, preparado
na 12 etapa, apds foi completado o volume do baldo com heptano. A amostra
foi agitada e transferida para os vials, dando sequéncia a analise

cromatografica.

Anélise

A solucgéo foi entdo injetada em triplicata em um cromatdgrafo gasoso
com detector de ionizagdo de chama (CG/FID Shimadzu modelo 2010)
equipado com uma coluna capilar apolar modelo RT-WAX (contendo polietileno
glicol na fase estacionaria), de 30 m de comprimento e didmetro interno de 0,32
mm, nas seguintes condigbes cromatograficas: temperatura inicial da coluna de

150°C, permanecendo por 1 minuto nesta condi¢do, taxa de aquecimento de
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10°C/min até atingir a temperatura final da coluna de 250°C, permanecendo por
1 minuto nesta condigdo. A temperatura do injetor e do detector foi
estabelecida em 250°C. A quantidade da solugao de amostra injetada foi de 1
uL.

As informacdes aqui reportadas sobre os preparos de solugdes, bem
como as condigbes cromatograficas, tipo de coluna e demais detalhes do
procedimento para determinagdo da conversdo em ésteres, seguem as
especificacbes da Norma Européia EN14103, segundo documento oficial
publicado em 01/06/01 com numero de projeto: 1999/00751. A Equacao 3.3 a

seguir expressa em porcentagem a conversdo em ésteres:

A)—Aei CeixVei
c = EAsei
Ael

x 100 Equacéo (3.3)

onde:

> A = area total de picos entre os padrdes C14 e C24:1;

Aei = é a area correspondente ao pico do padrao interno, C17:0;

Cei = é a concentragdo, em mg/mL, da solugao de padréo interno, C17:0;
Vei = é o volume da solugao de padrao interno adicionado a amostra;

W = é a massa, em mg, da amostra de biodiesel.

A conversdo do triglicerideo em ésteres (rendimento em ésteres) foi
calculada conforme exposto por Silva et al. (2009), que considera a
estequiometria da reagdo, mais precisamente a relagdo entre a concentragao
de ésteres obtida via analise cromatografica com o teor de glicerol para 100%

de conversao em ésteres.
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Capitulo 4 — Resultados e Discussao

Como existem poucos trabalhos na literatura enfocando a influéncia do
ultrassom na atividade e estabilidade das enzimas, foi realizado,
primeiramente, um estudo visando verificar a influéncia de alguns tipos de
solventes e da energia ultrassénica sobre a atividade de esterificacdo das

lipases, para posterior aplicagao na producao de biodiesel enzimatico.

4.1 Influéncia do solvente e da energia ultrassénica sobre a atividade de
esterificacao das lipases imobilizadas

A Figura 4.1 apresenta a atividade relativa da Novozym 435 em diferentes
solventes organicos apos tratamento em sistema de ultrassom durante 10

horas de tempo de contato.
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Figura 4. 1. Atividade relativa da Novozym 435 em diferentes solventes
organicos tratados em sistema de ultrassom (atividade da enzima n&o tratada
de U/g foi de 36,79, equivalente a 100%).
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A partir desta figura pode-se observar que, de uma maneira geral, 0 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 esterificagdo de cerca de 20%, mantendo essa
atividade apdés 10 horas de contato. O uso de iso-octano conduziu a um
aumento gradual na atividade da lipase em relagdo ao tempo de contato,
atingindo um valor maximo de atividade relativa de 126%.

A Figura 4.2 apresenta a atividade relativa da Lipozyme RM IM em
diferentes solventes orgénicos tratados em sistema de ultrassom. Para o etanol
pode ser observado que, apds cinco horas de contato, a enzima perdeu
completamente sua atividade. A atividade relativa utilizando alcool iso-propilico
como solvente manteve-se estavel até 4 horas de tratamento, apresentando
um aumento de até 6% durante esse tempo, apds diminuiu cerca de 15% em
relacdo a atividade inicial. Os solventes terc-butanol e iso-octano conduziram a
um incremento de aproximadamente 50 e 17% da atividade da enzima em seis
horas de exposicao, respectivamente. A atividade final utilizando hexano como
solvente manteve-se muito préxima da atividade inicial, tendo um salto em trés
horas de 27%. Em suma, a atividade de esterificagdo da Lipozyme RM IM
manteve seu valor inicial apds o processo.

Com base nos resultados apresentados anteriormente, pode-se dizer que
o solvente exerce influéncia direta sobre a atividade, estabilidade e
especificidade da enzima (De Paula et al., 2005). Doukyu e Ogino apontaram
que varias enzimas lipoliticas apresentadas na literatura sdo tolerantes a
solventes organicos. Além disso, a literatura tem apontado que de todos os
parametros que podem afetar a atividade enzimatica, tais como a constante
dielétrica, momento dipolar, ligagdo de hidrogénio, a polaridade e o logaritmo
do coeficiente de particdo (log P), o log P fornece a melhor correlagdo com a
atividade da enzima (Doukyu e Ogino, 2010; Laane et al., 1987).
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Figura 4. 2: A atividade relativa do Lipozyme RM IM em diferentes solventes
organicos tratados em sistema de ultrassom. (atividade da enzima nao tratada
de U/g foi de 29,42 equivalente a 100%).

Levando em conta os resultados obtidos para Lipozyme RM IM e
Novozym 435, os solventes que apresentaram aumento na atividade da lipase
foram terc-butanol (log P = 0,8) e n-hexano (log P = 3,50). Tsukamoto (2006)
afirma que os solventes com log P < 2 ndo s&do 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 apos o tratamento com 2-propanol (log P = 0,05)
por seis horas sob o sistema de ultrassom em um meio de reacdo 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 consecucao de uma reagao, ndao apos o contato direto da
enzima com o solvente organico em sistema de ultrassom. Em outro sistema

de reagao constituido por glicerol e acido ascérbico, Lerin et al. (2010)
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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
conversdo de energia ultrassénica para liquidos organicos depende da
viscosidade, pressdo da superficie e pressao de vapor (Toma et al., 2011).
Outros parametros importantes podem ser os grupos funcionais dos solventes.
Segundo Liu et al. (2010), a atividade de lipases em solventes organicos nao é
apenas dependente da hidrofobicidade (log P), mas também do grupo funcional
dos solventes. Como exemplo, terc-butanol possui uma fungdo OH- e n-hexano
-C-C.

O trabalho de Secundo e Carrea (2010) corrobora este fato. Os autores
demonstraram que Novozym 435 apresentou atividades diferentes, quando
tratadas com solventes organicos, com diferentes grupos funcionais. Uma
provavel explicagao é atribuida a variagdo de agua retida no microambiente do
sitio catalitico ativo, 0 que é necessario para manter as propriedades dinamicas
da enzima.

Os efeitos das condi¢cdes de operacado do ultrassom sobre a estabilidade
de algumas preparagdes comerciais de enzimas purificadas foram investigados
por Ozbek e Ulgen (2000). Solugdes tampdo de seis enzimas alcool
dehidrogenase (ADH), malato dehidrogenase (MDH), glucose-6-fosfato
dehidrogenase (G6PDH), L-lactic dehidrogenase (LDH), fosfatase alcalina (AP)
e beta-galactosidase (bG) foram sonicadas em uma faixa até 40 W. As enzimas
apresentaram estabilidades variadas com completa estabilidade para AP, e
acima de 70% de inativagdo para G6PDH. Alguns modelos de inativagdo foram
testados para a compreensao da relagao entre a intensidade de sonicacéo e a
estabilidade da enzima. O tempo de processamento no ultrassom também
afetou a taxa de inativacdo da ADH e MDH. A estabilidade da ADH sonicada
diminuiu com o tempo quando comparada com o controle (sem efeito do
ultrassom). O aumento da viscosidade do fluido no processo com glicerol
resultou em 39% de inativagdo com ADH, enquanto o controle mostrou 15% de

inativacao para as mesmas condi¢cdes operacionais.
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Analises das lipases tratadas em solventes organicos em banho de
ultrassom por Microscopia Eletronica de Varredura

As Figuras 4.3 e 4.4 apresentam as micrografias obtidas por Microscépio
Eletrbnico de Varredura (MEV) da Novozym 435 nao tratada e tratada em
sistema de ultrassom e Lipozyme RM IM n&o tratada e tratada em sistema de
ultrassom, respectivamente, utilizando diferentes solventes e tempos de
contato.

Na Figura 4.3 pode-se verificar que o solvente e o ultrassom parecem
atacar o suporte utilizado para imobilizagdo da lipase, ndo afetando a atividade
enzimatica, como apresentado na Tabela 4.1. Com relagéo a Lipozyme RM IM
(Figura 4.4) nenhuma mudanca foi observada na superficie da enzima e as
atividades enzimaticas aumentaram seus valores apés o tratamento em terc-
butanol e n-hexano. ApoOs esta avaliagdo, pode-se dizer que algumas
modificagdes a nivel estrutural podem ter ocorrido, ja que quase nenhuma
alteracao pode ser observada apoés as analises de MEV.

A Tabela 4.1 apresenta uma compilacdo dos resultados obtidos nesta
etapa do trabalho, na forma de atividades de esterificagdo da Novozym 435 e
Lipozyme RM IM em diferentes solventes e tempos de contato apds o

tratamento em sistema de ultrassom.
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Figura 4. 3: MEV da Novozym 435 nao-tratada (a) e tratada em sistema de

ultrassom usando diferentes solventes organicos e tempos de contato (b).
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Figura 4.4: MEV da Lipozyme RM IM néo tratada (a) e tratada em sistema de

ultrassom usando diferentes solventes organicos e tempos de contato (b).

Tabela 4.1: Resumo das atividades de esterificagdo da Novozym 435 e
Lipozyme RM IM em diferentes solventes e tempos de contato apds o

tratamento em sistema de ultrassom.

Tempo de
Atividade de esterificacao
Enzima Solvente contato
(U/g)
(horas)
1 36,84
Etanol

10 27,12
1 41,45

Terc-butanol
Novozym 435 10 40,93
1 42.46

n-hexano
10 41,93
Nao-tratada - 36,79
1 1,287
Etanol

10 0,00
1 28,00

Terc-butanol
Lipozyme RM IM 10 32,56
1 28,39

n-hexano

10 35,93
Na&o-tratada - 29,42
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Estabilidade de lipases imobilizadas para o armazenamento a baixas
temperaturas

A Figura 4.5 apresenta a estabilidade a baixas temperaturas da Novozym
435 (a) e Lipozyme RM IM (b) tratadas durante 10 horas de contato com
diferentes solventes orgénicos em sistema de ultrassom durante o
armazenamento a 4°C. As atividades foram acompanhadas periodicamente até
100 dias. Novozym 435 e Lipozyme RM IM apresentaram alta estabilidade ao
armazenamento apdés o tratamento com sistema de ultrassom com os
solventes n-hexano e terc-butanol. O tratamento de ambas as lipases
comerciais imobilizadas tratadas com etanol causou perda completa da

atividade apo6s 10 dias de armazenamento.
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Figura 4.5: Estabilidade em baixas temperaturas da Novozym 435 (a) e
Lipozyme IM (b) usando diferentes solventes organicos, sob o sistema de

ultrassom.

Encerrando esta primeira etapa do trabalho pode-se concluir que os
solventes n-hexano e terc-butanol sdo mais eficazes, pois conseguiram manter
a atividade das enzimas durante o tratamento com ultrassom.

Deste modo, para a segunda etapa deste trabalho, que € a producéo de
biodiesel enzimatico em sistema de ultrassom, optou-se por utilizar solvente na
reagao, pois em misturas de O6leo-alcool os solventes organicos melhoram a
solubilidade dos substratos e aumentam a estabilidade operacional das lipases,
como pode ser visto na primeira etapa deste estudo. Além de os solventes
eliminarem a necessidade de adicionar alcoois em grandes proporgdes, 0s
quais podem vir a causar inativagao das enzimas (Antczak et al., 2009).

Neste sentido, foi escolhido o solvente n-hexano para o desenvolvimento
da segunda etapa, devido ao mais baixo custo deste produto e ser o mais
amplamente utilizado na extracdo de Oleos vegetais. Na literatura existem
muitas pesquisas onde € utilizado n-hexano durante a produgédo de biodiesel,
entre eles pode-se destacar os trabalhos realizados por Li et al.,(2010); Chang
et al. (2005); Salamatinia et al. (2010); Koh et al. (2011); Lam et al. (2010).
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4.2 Producao de biodiesel em sistema de ultrassom utilizando as enzimas
Novozym 435 e Lipozyme RM IM
Neste item serdo apresentados os resultados obtidos na producéo

enzimatica de biodiesel em solvente orgénico em sistema de ultrassom.

4.2.1 Determinagao do tempo reacional

Neste trabalho, o tempo de reacgao foi avaliado dentro de um intervalo de
1 a 8 horas. Como observado na Figura 4.6, na transesterificacdo de 6leo de
soja, por meio de sistema ultrassénico, houve uma tendéncia ascendente para
os catalisadores (enzimas Lipozyme RM IM e Novozym 435). Nas duas figuras
ocorreu um aumento no rendimento nas primeiras 4 horas de reagéo, utilizando
a enzima Lipozyme RM IM o rendimento foi de aproximadamente 55% e para a
Novozym 435 o rendimento foi de aproximadamente 37%, apds verifca-se
comportamento assintético do rendimento de reagdo. Com base neste

experimento prévio, o tempo reacional foi fixado para os demais ensaios em 4

horas.
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Figura 4.6: Cinética reacional da producgao de biodiesel utilizando as enzimas
(®) Lipozyme RM IM e (o) Novozym 435. Na seguinte condigdo: RM dleo/etanol
1:3, 65°C de temperatura, 5% de enzima, 40 mL de n-hexano e 100% de
poténcia.
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4.2.2 Avaliagao das variaveis de processo para producao de biodiesel

A Tabela 4.2 apresenta a matriz do delineamento PB-12, com os valores
codificados das variadveis independentes (temperatura, enzima, agua, razéo
molar 6leo/etanol, poténcia) e a resposta em termos de conversdo em ésteres
(%) em 4 horas de reacdo. Nesta tabela é possivel observar que a maior
conversdo em ésteres utilizando a enzima Novozym 435 (66,9%) foi obtida no
ensaio de maior temperatura e concentragdo de enzima e nas menores
concentragdes de agua, razao molar (6leo/etanol) e poténcia (ensaio 1).

Utilizando a enzima Lipozyme RM IM, a maior conversdo em ésteres
(64,7%) foi obtida utilizando as menores temperatura e raz&do molar e maiores
concentragao de enzima, agua e poténcia do ultrassom (ensaio 8).

Para uma analise mais consistente desses resultados, os dados obtidos
foram tabulados e analisados utilizando o software Statistica®, no médulo de
Planejamento de Experimentos. A Figura 4.7 (a e b) apresenta o Diagrama de
Pareto, construido com o objetivo de verificar o efeito de cada variavel
independente estudada na resposta (Conversdo em Esteres (%)). E possivel
observar nos dois diagramas (a e b) que, em um nivel de confianga de 90%, a
concentracao de enzima apresentou efeito positivo significativo na converséo
em ésteres etilicos. Na Figura 4.7 b, pode-se verificar que a razdo molar
Oleo/etanol apresentou efeito negativo significativo e a temperatura exerceu um
efeito positivo significativo; as demais variaveis, poténcia e concentragéo de
agua nao foram significativas, considerando 90% de confianca.

Oliveira et al. (2004, 2005), ao realizar testes na producao de ésteres
etilicos a partir de 6leo de mamona e de soja com duas enzimas comerciais,
Lipozyme IM e Novozym 435 em solvente organico (n-hexano), observaram
que um dos parametros que afetam de forma positiva o processo de conversao
€ a concentracao de enzima. Para uma maior concentragao de enzima, tem-se
uma maior disponibilidade dos centros ativos das enzimas, incrementando as

taxas de reacao e diminuindo, consequentemente, o tempo de reacao.
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Tabela 4.2: Matriz do primeiro planejamento experimental (valores codificados

e reais) com as respostas em termos de conversao em ésteres em 4 horas de

reacao.
Ensaio T R E H P Conversao em
esteres (m/m%)
Novozym Lipozyme

435 RM IM
1 1(70) -1(1:3) 1(20) -1(0) -1 (40) 66,90 37,96
2 1(70) 1(1:10) -1(5) 1(10) -1(40) 3,04 1,39
3 -1(40) 1 (1:10) 1 (20) -1(0) 1(100) 5,09 33,86
4 1(70) -1(1:3) 1(20) 1(10) -1(40) 20,38 6,56
5 1(70) 1(1:10) -1(5) 1(10) 1 (100) 1,04 1,29
6 1(70) 1(1:10) 1 (20) -1(0) 1(100) 7,12 15,65
7 -1(40) 1 (1:10) 1 (20) 1(10) -1 (40) 4,76 1,52
8 -1(40) -1(1:3) 1(20) 1(10) 1 (100) 8,84 64,66
9 -1(40) -1(1:3) -1(5) 1(10) 1 (100) 0,42 16,05
10 1(70) -1(1:3) -1(5) -1(0) 1 (100) 6,01 11,04
11 -1(40) 1 (1:10) -1 (5) -1(0) -1(40) 0,62 12,61
12 -1(40) -1(1:3) -1(5) -1(0) -1(40) 3,56 16,51
13 0(55) 0(1:6,5 0(12,5) 0(5) 0 (70) 2,06 2,82
14 0(55) 0(1:6,5 0(12,5) 0(5) 0 (70) 1,96 1,80
15 0(55) 0(1:6,5) 0(12,5) 0(5) 0 (70) 2,17 1,01

T=temperatura; R=razdo molar O6leo:etanol; E=concentracdo de enzima;

H=concentragc&do de agua adicionada; P=poténcia de ultrassom.

51



Gafﬁmﬁolr—%MMe@mm@

(2JRazdo molar Olecetanal g

[J)Enzima (%p/p)

(8)Potencia (%) E

Efeita
(@)

(2)Razédo molar Cleoetanol §

(FENnzima (%epip)

[9)Paotencia (%)

(b)

Figura 4. 7: Diagrama de Pareto para o Delineamento Plackett & Burman (PB-

12). Diagrama (a) enzima Lipozyme RM IM e (b) enzima Novozym 435.

O ultrassom afeta a reatividade do catalisador pelo aumento de
transferéncia de massa e entrada de energia. A cavitagao ultrassonica é uma
forma unica de colocar energia em reagbes quimicas. Uma combinagéo de alta
velocidade de jatos liquidos, alta pressdo e temperaturas elevadas, enormes
taxas de aquecimento de resfriamento (>10°Ks™) ocorrem localmente, durante
a compressdao e implosdo das bolhas de cavitagdo (Kumar et al., 2010;
http://www.hielscher.com/ultrasonics/sonochem_01.htm).
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Na catalise enzimatica, onde o catalisador esta em uma fase diferente dos
demais reagentes, a dispersao ultrassénica aumenta a area disponivel para os
reagentes. De forma geral, a cavitagcdo aumenta a eficiéncia do catalisador e o
otimo pode ser alcangado mesmo com menor quantidade de catalisador (Yu et
al., 2010; Kumar et al., 2011).

Yu et al. (2010) variaram a concentracéo de enzima (Novozym 435) para
a produgao de biodiesel em sistema de utrassom, de 0 a 10% baseada no peso
do dleo, e verificaram que aumentando a concentracdo de enzima também
houve um aumento na conversao em biodiesel (96% metil ésteres de acidos
graxos).

Martin et al. (2008) verificaram que a alcodlise dos 6leos vegetais foi mais
rapida com a Lipozyme TL IM do que com a Novozym 435, utilizando um
sitema de agitacdo com temperatura controlada. Utilizagdo de uma alta
concentragdo de Novozym 435 (50% m/m) e um grande excesso molar de
etanol sdo necessarios para obter uma conversdao de 100% em ésteres
enquanto que para a Lipozyme TL IM a conversao nao foi maior de 84% em
um menor quantidade de enzima (10% m/m) e razdo molar de etanol.

A razdo molar de 6leo e etanol é uma das variaveis mais importantes que
afeta o rendimento dos ésteres etilicos. A relagdo estequiométrica de
transesterificagdo 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 € uma reagao de equilibrio em que uma alta propor¢ao molar
€ usada para conduzir a reacéo para a direita (produtos). Ao usar o sistema de
ultrassom, a quantidade de alcool requerida pode ser reduzida (Yu et al., 2010).
Os melhores resultados neste trabalho foram obtidos na relacdo 1:3, onde a
quantidade de etanol adicionada foi consumida totalmente pela reagao e por
esta razao, no instante de 4 horas, ndo haveria reducédo da conversao.

Teoricamente, alta temperatura pode aumentar a chances de colisdo das
moléculas do substrato e as enzimas, formando complexo enzima-substrato,
levando a um aumento da atividade da enzima. No entanto, as enzimas
dependem da temperatura, pois sao facilmente desativadas em alta
temperatura. O aumento da temperatura de reacdao também diminui da

viscosidade do d6leo de soja, aumentando os eventos de cavitagao e da taxa de
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formacédo da emulsdo, assim, consequentemente, a uma maior conversao em
biodiesel (Antczak et al., 2009; Yu et al., 2010).

Martin et al. (2008) realizaram sintese de biodiesel utilizando as enzimas
Novozym 435 e Lipozyme TL IM, onde foi estudado o efeito da temperatura de
25-60°C onde foi observado para as enzimas Lipozyme TL IM e Lipozyme RM
IM que as conversdes diminuiram com o aumento da temperatura, obtendo
desta forma 25°C de temperatura 6tima para ambas as enzimas. Em
contrapartida a enzima Novozym 435 apresentou conversdes mais elevadas
com o aumento da temperatura.

Conteudo de agua na reagdo € um fator determinante no rendimento da
sintese enzimatica de biodiesel (Antczak et al., 2009). Um pouco de agua é
necessaria para manter a enzima ativa em solventes orgéanicos. Por outro lado,
a agua pode tomar parte na transesterificagéo, influenciando assim o equilibrio
(Kaieda et al.,, 1999). As lipase possuem a caracteristica unica de atuar na
interface entre uma solugdo 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 mais flexivel e levar a algumas
reagdes colaterais indesejadas, como a hidrdlise, especialmente no processo
de transesterificacao (Teixeira et al., 2010).

No teor de agua ideal, a hidrdlise de éster € mantida no nivel minimo, o
que assegura o0 maior grau de transesterificagdo e produgao de biodiesel. Baixa
atividade de agua (baixo teor de agua livre) em reagdes afeta positivamente a
sintese de ésteres de acidos graxos, mas o efeito deste parametro sobre a
produtividade de transesterificagdo n&o € tdo 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 concentragcdo de agua
apresentou efeitos negativos na conversdo. Os melhores rendimentos (95%
metil ésteres) foram obtidos nas menores concentragdes de agua, ou seja, sem
adicdo de agua na reagao.

No trabalho realizado por Faccio (2004) foi estudada a produgao de
biodiesel com duas lipases (Novozym 435 e Lipozyme IM) onde os ensaios

foram realizados em Erlenmeyers e incubados em agitador rotativo (shaker) a
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200rpm por 8 horas e em todos os experimentos foi utilizado 40 mL de solvente
n-hexano. Foi observado para o sistema contendo 6leo de soja-Lipozyme IM a
condigao otimizada foi 35°C, 20%p/p de enzima, razdo molar dleo-etanol de 1:3
e 10% p/p de 4&gua adicionada. A maior conversdao observada
experimentalmente foi de 95,6%. Utilizando o mesmo procedimento, a condigao
otimizada para o sistema 6leo de soja-Novozym 435, foi: temperatura de 65°C,
concentragao de enzima 5% p/p, 0% p/p de agua adicionada e razdo molar
Oleo-etanol de 1:3. A maior conversdo observada experimentalmente foi de
11,8%.

De acordo com os resultados apresentados nos diagramas de Pareto foi
realizado um DCCR 22, onde foi fixada a poténcia do ultrassom, concentragdo
de agua e razao molar éleo/etanol. Variou-se a temperatura e concentragao de
enzima, sendo a matriz dos planejamentos bem como os resultados obtidos em
termos de conversdao em ésteres etilicos (%), apresentados na Tabela 4.3
(enzima Lipozyme RM IM) e Tabela 4.4 (enzima Novozym 435).

Nos DDCR 22, as concentragcbes de enzima e temperatura que
maximizaram a producao de biodiesel (ésteres etilicos) foram obtidas no
experimento 3 para a Lipozyme RM IM e no experimento 2 para a Novozym
435, nas seguintes condicdes: 12,9% (p/p) de enzima e 57°C para a Lipozyme
RM IM e para a Novozym 435 27,1% (p/p) de enzima e 63°C, atingindo
conversdes de 86 e 57% de produto, respectivamente.

Os resultados apresentados nos delineamentos completos 22 referente a
conversao em ésteres foram tratados estatisticamente para a avaliagao dos
efeitos de cada variavel independente sobre a resposta. A Tabela 4.5
apresenta a analise dos coeficientes de regressao dos fatores para a resposta
referente a enzima Lipozyme RM IM e a Tabela 4.6 apresenta a analise dos
coeficientes de regressao dos fatores para a resposta referente a enzima
Novozym 435.

Deste modo, a Equagédo 4.1 (Lipozyme RM IM) e 4.2 (Novozym 435)
apresentam os modelos empiricos de segunda ordem propostos a partir do
delineamento completo 22 para a conversdo em ésteres etilicos, como uma

funcdo das temperaturas e concentragdoes de enzima na reacao
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Tabela 4.3: Matriz do segundo planejamento experimental realizado para

producdo de biodiesel utilizando a enzima Lipozyme RM IM, com a resposta

em conversao em ésteres em 4 horas de reagao.

Conversao em

Ensaio Enzima Temperatura
esteres (%)
1 -1(12,9) -1 (63) 39,52
2 1(27,1) -1 (63) 79,43
3 -1(12,9) 1(77) 86,45
4 1(27,1) 1(77) 26,81
5 -1,41 (10) 0 (70) 45,82
6 1,41 (30) 0 (70) 46,39
7 0 (20) -1,41 (60) 47,92
8 0 (20) 1,41 (80) 34,54
9 0 (20) 0 (70) 44,29
10 0 (20) 0 (70) 44,27
11 0 (20) 0 (70) 44,68

Tabela 4.4: Matriz do segundo planejamento experimental realizado para

produgao de biodiesel utilizando a enzima Novozym 435 com a resposta em

conversdo em ésteres em 4 horas de reagéo.

Conversao em

Ensaios Enzima Temperatura
ésteres (%)
1 -1(12,9) -1 (43) 33,47
2 1(27,1) -1 (43) 57,47
3 -1(12,9) 1(57) 30,83
4 1(27,1) 1 (57) 44,93
5 -1,41 (10) 0 (50) 20,04
6 1,41 (30) 0 (50) 42,13
7 0 (20) -1,41 (40) 53,25
8 0 (20) 1,41 (60) 33,20
9 0 (20) 0 (50) 54,31
10 0 (20) 0 (50) 53,55
11 0 (20) 0 (50) 55,85
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Conversao de ésteres (%) = 44,36 — 2,37.enzima(L) + 4,49.enzima (Q) —

3,07.temperatura (L) + 2,04. temperatura(Q) — ,88.enzima(L)temperatura(L)

Equacéo (4.1)

Conversao de ésteres(%) = 4,55 + 8,68.enzima(L) — 10,64.enzima(Q) —

5,44.temperatura(L) — 4,53. temperatura(Q) — ,47.enzima(L)temperatura(L)

Equacéo (4.2)

Tabela 4.5: Coeficientes de regressédo para a resposta conversdo em ésteres

etilicos (%) utilizando Lipozyme RM IM.

Coeficientes Erro
t(5) P

de regressdo Padréo
Média 44,36 5,69 7,791 0,0005*
Enzima Linear (E) -2,37 3,49 -0,679  0,5271
Enzima Quadratica (E?) 4,49 4,16 1,079  0,3297
Temperatura Linear (T) -3,07 3,49 -0,881 00,4184
Temperatura Quadratica (T?) 2,04 4,16 0,490 0,6442
Enzima x Temperatura (ExT) -24,88 4,93 -5,046 0,0039*

*termos estatisticamente significativos a 95% de confiancga.

Tabela 4.6: Coeficientes de regressao para a resposta conversdo em ésteres

etilicos (%) utilizando Novozym 435.

Coeficientes Erro
t(5) P

de regressdo  Padrao
Média 54,55 2,20 24,74 0,0000*
Enzima Linear (E) 8,68 1,35 6,42 0,0013*
Enzima Quadratica (E?) -10,64 1,61 -6,59 0,0012*
Temperatura Linear (T) -5,44 1,35 -4,02 0,0100*
Temperatura Quadratica (T?) -4,53 1,61 2,81 0,0375*
Enzima x Temperatura (ExT) -2,47 1,90 -1,29 0,2512

*termos estatisticamente significativos a 95% de confiancga.

57



WZF—W@Ae@W

Para verificacdo da validade do modelo foi realizada a analise de
variancia (ANOVA) apresentada na Tabela 4.7. Verifica-se que os coeficientes
de correlagao obtidos (0,95 para Novozym 435) e (0,84 para Lipozyme RM IM)
e o teste F (F calculado maior que o F tabelado) validaram estatisticamente os
modelos (p<0,05).

O modelo permitiu a construgcdo da superficie de resposta e curva de
contorno apresentadas na Figura 4.8 (a e b), onde se pode observar para a
Lipozyme RM IM (Figura 4.8 a) que a conversdo em ésteres etilicos em fungao
da concentragao de enzima e da temperatura apresenta dois pontos de 6timo,
um aumentando a temperatura e diminuido a concentragdo de enzima e o outro
diminuindo a temperatura e aumentando a concentracdo de enzima. O que
pode ser considerado uma boa op¢ao para a industria, com economia em
enzima ou temperatura. Para a Novozym 435 (Figura 4.8 b) foi possivel
observar que a maior conversiao ocorreu em uma faixa de 20 a 27,1% de

concentracao de enzima e 63 a 70°C de temperatura.

Tabela 4.7: Analise de variancia para avaliagdo da significancia estatistica do
modelo para conversdao em ésteres etilicos utilizando a Novozym 435 e

Lipozyme RM IM.

Fonte de Soma dos Graus de
. _ Média Quadratica  F calculado

Variagéo Quadrados Liberdade
Lipo Novo Lipo Novo Lipo Novo Lipo Novo

Regressdo 2714,26 1509,33 5 5 542,85 301,867 5,581 20,70
Residual 486,321 72,882 5 5 97,26 14,576
Total 3200,581 1582,22 10 10

R=0,84, Fss 084 = 5,05 ( Lipozyme RM IM) R=0,95 Fsz. 5= 5,05 (Novozym 435 )

No trabalho de Yu et al. (2010), a atividade da Novozym 435 na produgéo
de biodiesel sob acdo do ultrassom foi avaliada pela variagdo da poténcia do
ultrassom (40-100%), teor de agua (0-4%), solventes, relagdo oleo/solvente,
relacdo metanol/6leo (1:1-6:1), dosagem de enzimas (0-10%) e temperatura da
reacao (30-70°C). As condicbes o6timas obtidas foram de 50% de poténcia,

0,5% de agua, 1:1 de alcool terc-amilico/6leo, 6:1 de metanol/6leo, 6% de
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enzima e 40°C, nestas condi¢cdes foram obtidos 96% de conversdo em etil
ésteres apos 4 horas de reacgéao.

Kumar . (2011) utilizaram uma lipase de A. aerogenes, para produgéo de
biodiesel em sistema de ultrassom, onde foram investigados os efeitos
concentragdo do catalisador (3 a 6%) e razdo molar 6leo/metanol (1:3, 1:4,
1:5). As condig¢des otimizadas (5% de catalisador, razdo molar de 1:4, 50% de
poténcia e 30 minutos de reagao) conduziram a conversdes de 85%.

A Tabela 4.8 apresenta os desvios relativos entre as conversdes de
biodiesel observadas no delineamento completo 22 e as preditas por meio do
modelo proposto (Equacdes 4.1 e 4.2). E possivel observar que os desvios
relativos versam entre 0,15 e 27% (Lipozyme RM IM) e 0,07 e 14% (Novozym
435) aproximadamente, o que é aceitavel em se tratando de um processo
biotecnoldgico. Ainda, os menores desvios relativos foram observados para os
ensaios 2,3, 6 e 7 para a Lipozyme RM IM e para os ensaios 2 e 9,10 e 11
(ponto central) utilizando a Novozm 435, que apresentam as maiores respostas

em termos de conversdao em ésteres (%), e também para as repetigcdes do
ponto central.
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Figura 4. 8: Superficies de resposta e curvas de contorno para conversdo em

ésteres (%). (a) utilizando Lipozyme RM IM e (b) utilizando Novozym 435.

Tabela 4.8: Conversao em ésteres etilicos utilizando a enzima Novozym 435 e

Lipozyme RM IM: valores experimentais, preditos pelo modelo e desvios

relativos.
Conversao (%) Conversao (%)
Ensaio Desvio relativo (%)
Experimental Predita

Lipo Novo Lipo Novo Lipo Novo
1 39,52 33,47 3145 33,67 20,43  -0,59
2 79,43 5747 76,47 5597 3,72 2,63
3 86,45 30,83 75,07 27,73 13,16 10,07
4 26,81 44,93 20,57 40,15 23,28 10,65
S 4582 20,04 56,62 21,16  -23,58  -557
6 46,39 4213 49,94 4564 -7,64 -8,30
7 47,92 5325 52,74 53,21 -10,06 0,07
8 3454 3320 44,08 37,87  -27,61 -14,05
9 4429 5431 4436 54,55 -0,15 -0,43
10 4427 5355 4436 54,55 -0,18 -1,86
1 4468 5585 44,36 54,55 0,72 2,33
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4.2.3 Estudo do reuso das lipases Novozym 435 e Lipozyme RM IM para
producao de biodiesel em sistema de ultrassom

O uso de enzimas como catalisadores tem como vantagens o fato de as
enzimas serem biodegradaveis, permitirem recuperagdo do glicerol sem
tratamento complexo e exigirem menor gasto energético, pois a temperatura de
reacdo € mais baixa. Além disso, as enzimas podem ser recuperadas e
reutilizadas. Apesar das vantagens, o uso de enzimas imobilizadas como
catalisadores — responsaveis por acelerar a reagdo entre o 6leo vegetal e o
alcool na producéo de biodiesel — € ainda relativamente oneroso, devido a seu
alto custo. Para tanto vem sendo realizados estudos de reuso das enzimas,
visando a diminuigao dos custos e viabilizagcdo econémica do processo.

Para tal, as reacdes foram realizadas de duas maneiras, onde foram
utilizadas as seguintes condigdes; para a Lipozyme RM IM, 12,9% de enzima,
57°C de temperatura, 100% de poténcia de ultrassom, razao molar éleo:etanol
1:3. Para a Novozym 435, 27,1% de enzima, 63°C de temperatura, 40% de
poténcia de ultrassom, razdo molar dleo:etanol 1:3 d6leo etanol. Foram
avaliadas oito bateladas consecutivas, com tempo de reacdo de 4
horas/batelada.

A Figura 4.9 (a-b-c-d) apresenta o estudo de reuso realizado para as
enzimas Novozym 435 e Lipozyme RM IM, onde as figuras (a-c) foram obtidas
através da 12 metodologia descrita para o reuso dos catalisadores (utilizagdo
de enzima nova e condicionada durante varias bateladas) e as figuras (b-d)
foram obtidas através da 22 metodologia (onde foi utilizada a mesma enzima
para todos os ciclos). As figuras a e b correspondem a Novozym 435 e as
figuras c e d, correspodem a Lipozyme RM IM.

A analise destas figuras permite verificar que na metodologia onde foi
utilizada uma nova amostra de enzima a cada batelada, a atividade enzimatica
se manteve estavel durante os oito ciclos estudados. Para a Novozym 435 a
conversdao em ésteres caiu de 60% para até 20% ao longo dos ciclos (Figura
4.9 a); para a enzima Lipozyme RM IM a conversdo em ésteres se manteve em
torno de 80% (Figura 4.9 c).

Quando realizado o reuso com a mesma enzima para todos os ciclos
(Figura 4.9 b-d), a atividade enzimatica para a Novozym 435 se manteve

estavel, ja para a Lipozyme RM IM a atividade caiu significativamente; quanto a
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conversdo em ésteres o uso das duas enzimas conduziu a significativas
quedas na conversao apos cada sucessivo ciclo.
O diferente comportamento observado para as duas metodologias requer

um estudo aprofundado visando obter informacdes/explicacbes mais precisas
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Figura 4.9: (a) enzima Novozym 435 reuso das enzimas com enzima nova a
cada batelada, (b) enzima Novozym 435 reuso com a mesma enzima, (C)
enzima Lipozyme RM IM, reuso das enzimas com enzima nova a cada

batelada e (d) enzima Lipozyme RM IM reuso com a mesma enzima.Condi¢ao:
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Para a Novozym 435, 27,1% de enzima, 63°C de temperatura, 40% de
poténcia, R.M.o6leo/etanol 1:3. Para Lipozyme RM IM, 12,9% de enzima, 57°C
de temperatura, 100% poténcia, R.M.d6leo/etanol 1:3, para as duas enzimas foi
utilizado 40 mL de n-hexano durante 4 horas de reacéo.

Yu et al. (2010) realizaram um estudo de reuso da enzima Novozym 435
para producdo de biodiesel em sistema de ultrassom. As condi¢des utilizadas
foram, alcool terc-amilico (4 mL), 6leo de soja (4 mmol), 50% de poténcia do
ultrassom, Novozym 435 (6% baseado no peso do 6leo), 0,5% de agua, 40°C
de temperatura e 50 rpm durante 2 horas. Os autores concluiram que a enzima
nao foi desativada ou desnaturada quando submetida a poténcia ultrassénica,
perdendo um pouco de atividade (cerca de 4%) apds cinco ciclos de uso.

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
Oleo de palma por etandlise. As reagdes continham 500 mg de éleo de palma e
razdo molar 6leo:alcool de 1:4, com 20% (p/p baseado em TAG) de lipase-
PCMC, razdo molar 1:1 de déleo: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 n&do obtidos sem a lavagem ou utilizando
acetona). Isso permitiu a reutilizagdo do biocatalisador por 8 ciclos
consecutivos com 77,5 — 84,8% de rendimento em produto. Os mesmos
autores utilizaram a Novozym 435 nas mesmas condigdes e obtiveram
rendimentos de 79,5-86,2%.
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Capitulo 5 — Conclusoes e Sugestoes

5.1 Conclusoes

Neste trabalho propds-se a avaliagao exploratoria da producédo enzimatica
de biodiesel a partir da utilizacdo de 6leo de soja e etanol como substratos, n-
hexano como solvente e duas lipases imobilizadas comerciais (Novozym 435 e
Lipozyme RM IM) em sistema de ultrassom. Assim, foram realizados estudos
preliminares para a avaliagdo do comportamento da atividade das lipases
comerciais em solvente organico em banho de ultrassom, afim de determinar o
solvente mais adequado para posterior utilizagdo na producado de biodiesel.
Neste contexto as conclusdes obtidas foram as que seguem.

Na primeira etapa do trabalho pode-se concluir que os solventes n-
hexano e terc-butanol se mostraram os mais adequados, pois conseguiram
manter a atividade das enzimas durante o tratamento com ultrassom. As
imagens de MEV demonstraram que o solvente pode vir a atacar o suporte da
enzima, nao danificando, no entanto, sua estrutura. E quando as enzimas
foram armazenadas em baixa temperatura os solventes n-hexano e terc-
butanol apresentaram alta estabilidade durante 100 dias de avaliacao.

Desta forma, foi fixado o solvente n-hexano para realizagdo da segunda
etapa do trabalho. Devido ao seu menor custo comparado ao terc-butanol e por
ser o solvente mais utilizado pelas industrias de 6leo.

A producao de biodiesel em sistema de ultrassom com solvente n-hexano
e as enzimas Novozym 435 e Lipozyme RM IM como biocatalisadores,
apresentaram rendimentos de aproximadamente 60 e 80%, respectivamente,
na condig&o otimizada.

O estudo de reuso de ambas enzimas mostrou-se promissor quanto ao
rendimento da reagao, revelando-se, no entanto, em contexto complexo a luz
do comportamento da atividade enzimatica, ensejando, desta forma, a
realizacao de investigacao verticalizada no assunto.
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5.2 Sugestoes para trabalhos futuros

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, algumas

sugestdes para trabalhos futuros podem ser apontadas em funcéo da forma de

conducgao do processo:

Avaliagdo do tipo e da quantidade de solvente organico adicionado ao
meio reacional na conversao em ésteres;

Analises de MEV das enzimas, na presenga de solvente sem ultrassom
e somente com ultrassom, e também apds producado de biodiesel em
ultrassom;

Avaliacdo aprofundada do estudo de reuso dos catalisadores;

Avaliacdo cinética dos sistemas reacionais: Dados experimentais e
modelagem;

Estudo da conversdo em ésteres em sistema de ultrassom com as
lipases comerciais utilizadas neste trabalho, em meio livre de solvente;
Avaliar a produgdo de biodiesel em ultrassom com enzimas nao

comerciais.
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