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O biodiesel é produzido a partir da transesterificacdo de Oleos vegetais, sendo
considerado um combustivel renovavel e biodegradavel. Varios estudos apresentados na
literatura, relacionados a transesterificacdo enzimatica de Oleos vegetais utilizando fluidos
pressurizados como solventes em modo batelada apresentaram altas conversdes, tornando o
estudo do processo em modo continuo um campo de grande interesse de pesquisa. Contudo,
poucos trabalhos sdo encontrados na literatura sobre a reacdo enzimaética de producdo de
ésteres em solventes pressurizados em modo continuo. Essa configuracdo é preferivel do
ponto de vista econdmico, uma vez que possibilita grande tempo de operacdo de producéo
com pequenos intervalos para a manutencao, fornecendo bons rendimentos. Neste contexto, o
objetivo deste trabalho foi a producdo de ésteres etilicos a partir de 6leo de soja em CO,
pressurizado em reator de leito expandido em modo continuo, utilizando a lipase Novozym
435 como catalisador. Um estudo das variaveis do processo, pressdo (100-200 bar),
guantidade de enzima (10-70 @), razdo molar Oleo:etanol (1:9-1:21) e razdo massica
substratos:solvente (1:1-1:3) permitiu a determinacdo das melhores condicdes experimentais
para a producdo de biodiesel. Os resultados demonstram que o CO, candidata-se como
solvente potencial para a execucdo destas reacOes, pois em condi¢cbes de pressdo e
temperatura de operacgdo de 200 bar e 70°C, respectivamente; razdo massica 6leo:etanol (1:9)
e 0 emprego de razdo massica substratos:solvente (1:3), conversbes acima de 90% foram

atingidas neste sistema reacional em modo continuo.
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Biodiesel may be produced from the transesterification of vegetable oils making it a
renewable and biodegradable fuel. Several studies presented in the literature through
enzymatic transesterification of vegetable oils and pressurized fluids as solvent in batch mode
showed high conversions, making the evaluation of continuous mode a field of great research
interest. However, just a few works are found in the literature regarding the enzymatic
reaction to produce esters in continuous mode. This configuration is preferable from an
economic standpoint, since it allows large time production operation at short intervals to and,
provides good reaction yields. In this context, the objective of this work was the production of
ethyl esters from soybean oil in pressurized CO; using an expanded bed reactor in continuous
mode, using the lipase Novozym 435 as catalyst. A study of process variables, pressure (100-
200 bar), enzyme amount (10-70 g), molar ratio of oil:ethanol (1:9-1:21) and mass ratio of
substrate:solvent (1:1-1:3) allowed the determination of the best experimental conditions for
biodiesel production. Results show that CO, is a good solvent demonstrating acceptable
performance for the reactions, leading to conditions of pressure and operating temperature
(200 bar and 70°C), mass ratio oil: ethanol (1:9) and the use of mass ratio of substrate: solvent

(1:3), reaching conversions above 90%.
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Capitulo 1 - Introdugéo 1

1. INTRODUCAO

Desenvolver alternativas renovaveis de energia tem se tornado necessario devido a
possivel escassez de combustiveis fosseis. A crescente demanda mundial de derivados de
petréleo, os efeitos ambientais de seu uso nas atividades industriais, de geracdo de energia e
de transporte, além da forte expectativa de desabastecimento futuro de petrdleo tém
promovido uma verdadeira revolucdo no desenvolvimento e uso de energias alternativas (O
futuro da industria: Biodiesel, 2006). Dentre 0s recursos renovaveis disponiveis para
producdo de combustiveis alternativos, a modificacdo de Oleos e gorduras tem sido
largamente investigada e bem reportada na literatura (MA e HANNA, 1999; SRIVASTAVA e
PRASAD, 2000; FUKUDA et al.,, 2001; MEHER et al., 2006) uma vez que se trata do
processamento de uma fonte de energia renovavel, com crescente disponibilidade, com
producdo disponivel em varios paises e por seu uso sustentado ndo provocar danos ao meio
ambiente (RAMOS et al., 2003).

Entre outros processos para modificacdo de Oleos vegetais, a transesterificagdo tem
sido o metodo mais utilizado atualmente (MA e HANNA, 1999; FUKUDA et al., 2001).
Transesterificacdo, também chamada de alcodlise, refere-se a reacdo de um triglicerideo (de
fonte vegetal ou animal) com um alcool, na presenca ou auséncia de catalisador, da qual
resulta uma mistura de ésteres de acidos graxos, denominada biodiesel, e o glicerol como
sub(co)produto.

O biodiesel (alquil éster de acidos graxos), que pode ser obtido através da reacdo de
transesterificacdo entre um triglicerideo e um alcool, atraiu atencdo consideravel durante a
década passada como um combustivel renovavel, biodegradavel e ndo toxico. Apresenta
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes as do 6leo diesel, podendo ser utilizado em
motores do ciclo diesel praticamente sem nenhuma modificacdo (ALTIN et al.,, 2001).
Diversos processos para a producdo desse combustivel foram desenvolvidos, entre eles a
transesterificacdo que usa catalisadores alcalinos e promove niveis elevados de conversdo dos
triglicerideos em seus correspondentes alquil ésteres em tempos curtos de reacdo. Esse
processo foi utilizado intensamente para a producdo de biodiesel em vérios paises. No
entanto, 0s processos de producgéo de biodiesel com catalisadores quimicos homogéneos, além
de requerer o emprego de catalisador, envolvem necessariamente a separagao do produto e do
catalisador, que resulta em altos custos de processamento e elevado consumo de energia. Tais
pontos justificam o crescente interesse no desenvolvimento de tecnologias referentes a

producado deste biocombustivel.
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O processo de transesterificacdo pode utilizar como fonte de &lcool o metanol
(processo muito conhecido e aplicado industrialmente em vérios paises) ou o etanol. A op¢éo
estrategicamente mais vantajosa para o Brasil é o etanol, produzido em larga escala, a custos
competitivos. O metanol, além de ser toxico, necessita ser importado ou produzido a partir de
géas natural (carbono fossil) (Plano Nacional de Agroenergia 2006-2011).

Segundo a Lei n° 11.097, de 13 de janeiro de 2005, vigente no Brasil, biodiesel € um
“combustivel derivado de biomassa renovavel para uso em motores a combustdo interna com
ignicdo por compressdo ou, conforme regulamento para geracdo de outro tipo de energia, que
possa substituir parcial ou totalmente combustiveis de origem fossil” (www.biodiesel.gov.br).

O biodiesel pode, também, ser usado puro ou em misturas com o diesel mineral. A
diversidade de matérias-primas, processos e usos se caracterizam como vantajosas, mas cada
caso precisa ser analisado de acordo com as suas especificacdes (CADERNOS - NAE, 2004).

Segundo o Decreto n° 5.448, de 20 de maio de 2005, vigente no Brasil, “pode ser
adicionado na proporc¢éo de dois por cento, em volume, de biodiesel ao 0leo diesel de origem
fossil a ser comercializado com o consumidor final, em qualquer parte do territorio nacional”.
O texto acrescenta ainda que “a adicdo de biodiesel ao 6leo diesel de origem fossil podera ser
superior a dois por cento, em volume, quando o combustivel resultante da mistura for
destinado a uso em: | - frotas veiculares cativas ou especificas; Il - transporte aquaviario ou
ferroviario; Il - geracdo de energia elétrica; e IV - processo industrial especifico”
(http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_ato2004-006/2005/Decreto/D5448.htm).

Dentro do segmento de combustiveis automotivos, com 0s recentes avangos no
desenvolvimento e implementacdo dos chamados biocombustiveis, sucedaneos aos classicos
combustiveis fosseis, vem se consolidando a substituicdo crescente de 6leo diesel de origem
ndo renovavel.

A elaboracdo dos programas de desenvolvimento e uso de biodiesel no ambito
governamental em diversos blocos econémicos mundiais, tais como na Unido Européia,
América do Norte e no MERCOSUL, tem promovido massivo investimento em projetos de
producdo industrial de biodiesel. Visando a maior eficiéncia desse novo mercado, aproximam-
se 0s segmentos agricola (producdo de graos), industriais (extracdo de 6leo e de producédo de
biodiesel) e de distribuicdo e venda de combustivel, integrando-se, assim, a chamada cadeia
produtiva do biodiesel (O futuro da industria: Biodiesel, 2006).

Para o Brasil, os chamados biocombustiveis, produzidos através de dleos vegetais,
representam excelente oportunidade de crescimento sécio-econdmico em regides agricolas

pouco exploradas. O potencial da mamona, presente no Nordeste, bem como do girassol e da
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soja, cultivados no Centro-Sul, além do potencial de matérias-primas como babacu, dendé,
andiroba, pequi e macalba, nativos nas regifes amazonicas, cerrado e semi-arido, permitem
prever com otimismo uma futura lideranca mundial do pais na producéo de biodiesel.

O Brasil ocupa posicdo de destaque na producdo e exportacdo de Oleo de soja,
mostrando seu grande potencial para se tornar produtor e consumidor de biodiesel a partir
deste 6leo (ALBUQUERQUE, 2006).

Embora algumas plantas nativas apresentem bons resultados em termos de rendimento
de biodiesel em escala laboratorial, sua producdo ainda é puramente extrativista: ndo ha
plantios comerciais que permitam avaliar, com precisdo, suas potencialidades. Isso ainda
levara certo tempo, uma vez que a pesquisa agropecuaria nacional com foco no dominio dos
ciclos botanico e agrondmico dessas espécies ainda nao possui resultados substanciais (Plano
Nacional de Agroenergia, 2006).

A producdo e uso do biodiesel representam o desenvolvimento de uma fonte
energética sustentavel sob os aspectos ambiental, econdmico e social. A dimenséo do
mercado no Brasil e no mundo assegura uma grande oportunidade para o setor agricola, assim
como contribuiré para o desenvolvimento e a ampliacdo do parque industrial em consonancia
com o meio ambiente. O biodiesel apresenta 6timo potencial de ganhos ambientais. Em
média, a emissdo de poluentes no uso em motores é reduzida em comparacdo ao diesel.
Destaca-se a reducdo de SO, particulados e hidrocarbonetos. Além disso, por ser renovavel,
contribui positivamente para reduzir o efeito estufa. O CO, emitido na queima do biodiesel é
absorvido na etapa agricola de seu ciclo produtivo (O futuro da industria: Biodiesel, 2006).

Vaérios estudos tém estimado que o uso de 1 kg de biodiesel contribui para a reducéo
de cerca de 3 kg de CO,. Assim, a utilizacdo de biodiesel promove uma reducao significativa
das emissdes de CO, (65% - 90% menos que o diesel convencional), as emissdes de particulas
e de outras emissdes nocivas. O biodiesel possui baixo teor de enxofre, e tem uma alta
lubricidade e biodegradabilidade rapida. Estas sdo as principais vantagens que tém sido
confirmadas por varios programas da Comissdo Européia e testes de institutos de investigacdo
independentes (http://www.ebb-eu.org/biodiesel.php).

Um dos grandes responsaveis pelo crescente interesse do emprego dos
biocombustiveis reside no aspecto ambiental. O biodiesel pode fornecer reducgdes
significativas no teor de mondxido de carbono e nas emissbes de particulados e de
hidrocarbonetos (SZYBIST et al., 2005). Por exemplo, tomando-se por base o biodiesel puro
(B100) produzido com 6leo de soja, seu uso reduz as emissdes do mondxido de carbono (CO)

em 48%, de material particulado (MP) em 47%, de 6xido de enxofre (SOx) em praticamente
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100% e dos hidrocarbonetos totais (HC) em 67%. Por outro lado, em relagdo ao diesel de
origem fdssil, 0 uso do biodiesel aumenta em aproximadamente 10% as emissdes de 6xido de
nitrogénio (NOx), o que ndo deve constituir obstaculo para seu uso devido as grandes
vantagens em relacdo aos poluentes. Ademais, ha muitos estudos que visam a reducdo de
NOx mediante o emprego de catalisadores adequados (KNOTHE et al., 2006).

Analisando-se apenas as emissdes de gases que contribuem para o efeito estufa gerado
pelo ciclo de vida do insumo alcool (desconsiderando as emissdes de gases de efeito estufa do
ciclo de vida da matéria graxa), o uso de biodiesel metilico reduz a emissdo de gases
causadores do citado efeito em 95% comparado ao diesel. Quanto ao biodiesel etilico, a
reducdo é de 96,2%, em relacdo ao diesel, havendo, portanto, diferenca ndo significativa
(1,2%) entre os dois ésteres (KNOTHE et al., 2006).

Kusdiana e Saka (2001a) e Demirbas (2002) propuseram recentemente a producdo de
biodiesel a partir de Oleo vegetal através da transesterificacdo ndo-catalitica com metanol
supercritico. A reacdo e completada em tempos de residéncia muito curtos e, quando
comparada aos processos cataliticos, a purificagdo dos produtos parece ser muito mais
simples. Entretanto, a reacdo requer temperaturas na faixa de 350-400°C e pressdes entre 45-
65 MPa, valores estes ndo muito apreciados no ambiente industrial. Além disso, tais
temperaturas e pressdes elevadas conduzem a excessivos custos iniciais de fabricacdo, de
processamento e de energia (SILVA et al., 2007).

Recentemente, a transesterificacdo enzimatica, utilizando lipases como catalisador,
tornou-se uma alternativa atrativa para a producdo de biodiesel, uma vez que temperaturas
amenas sdo empregadas, aliadas ao fato de que o glicerol produzido como um subproduto
pode facilmente ser recuperado e a purificacdo dos ésteres é relativamente simples de ser
realizada (FUKUDA et al., 2001). Por outro lado, a transesterificacdo enzimatica exige
elevadas proporcdes de solvente organico:substratos para que a reacdo ocorra a contento.
Oliveira (1999) e Faccio (2004) utilizaram niveis de solvente (n-hexano:substratos) de 40:1 na
transesterificacdo de 6leo de dendé, de mamona e soja utilizando as lipases Novozym 435 e
Lipozyme IM.

Dados mais recentes da literatura apontam a possibilidade de realizar reacGes
enzimaticas de 6leos vegetais em di6xido de carbono liquido ou supercritico, obtendo-se
seletividade e taxas de reacGes maiores do que aquelas obtidas com solventes liquidos
(SAVAGE et al., 1995; MESSIANO et al., 1999; NOYORI, 1999; KNEZ e HABULIN, 2001;
REZAEI e TEMELLI, 2001; OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2000 e 2001). Apesar deste cenario

positivo apontado, o uso de dioxido de carbono em reacdes enzimaticas que utilizam dleos
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vegetais como substrato apresenta algumas limitagcdes quanto a solubilidade de tais compostos
e no que diz respeito a atividade e estabilidade de algumas lipases neste solvente pressurizado
(FEIHRMANN et al., 2006; NDIAYE et al., 2006a).

Recentemente, a transesterificacdo ndo catalitica de 6leos vegetais usando um alcool
em condi¢cBes supercriticas € estudada, buscando agregar beneficios a qualidade do
combustivel e ao meio ambiente (DIASAKOU et al., 1998; KUSDIANA e SAKA, 2001a, b,
c; DEMIRBAS, 2002; MADRAS et al., 2004; DEMIRBAS, 2007). De acordo com a
literatura, reacGes de transesterificagdo com solventes pressurizados propiciam maior
solubilidade entre possiveis fases heterogéneas (FANG et al., 2007; GLISIC et al., 2007),
diminuindo as limitacfes de transporte entre as mesmas, proporcionando maiores taxas de
reacdo, além de simplificar a purificacdo e separacdo dos produtos da reagédo, 0 que aumenta o
interesse nas pesquisas referentes a esta metodologia (KUSDIANA e SAKA, 2001a). Alem
disso, foi mostrado que o método denominado de supercritico é mais tolerante a presenca de
agua e éacidos graxos livres que a tecnica convencional utilizando catalise alcalina, e
conseqlientemente mais tolerante a varios tipos de 6leos vegetais (KUSDIANA e SAKA,
2004), podendo ser utilizadas matérias-primas de baixa qualidade, ou seja, baixo custo sem
acarretar prejuizos a qualidade do produto gerado.

Geralmente, a maioria dos relatos na literatura utilizando a transesterificacdo
supercritica adota o modo batelada para producdo de biodiesel. As perspectivas para a
producdo de biodiesel no Brasil sdo favoraveis, no entanto, em termos tecnoldgicos, a
aplicacdo de um processo em modo continuo € desejada, e neste contexto, o método
supercritico é eficiente no que diz respeito as elevadas conversdes obtidas em baixos tempos
de reacdo tornando atrativa a aplicacdo continua, uma vez que possibilita melhor controle das
varidveis de processo, garantindo um efetivo controle de qualidade dos produtos gerados;
aléem da possibilidade de reciclo do alcool utilizado em excesso no processo com
reaproveitamento energético e do projeto de reator em série e/ou reciclo visando maiores
rendimentos de processo. Desse modo, a transesterificacdo supercritica apresenta-se como
uma alternativa aos métodos convencionais para producdo de biodiesel.

Observando o0s aspectos de transesterificacdo enzimatica utilizando solventes
pressurizados e avaliando as informagdes disponiveis na literatura sobre a alta solubilidade do
6leo de soja em propano, o aumento da atividade enzimatica da lipase imobilizada Novozym
435 neste solvente, e ainda a inexisténcia de dados sobre reagdes de transesterificacdo
enzimatica em propano, Dalla Rosa et al. (2008), investigaram a producdo de biodiesel a

partir de 6leo de soja e etanol em propano pressurizado, utilizando uma lipase comercial como
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catalisador em sistema batelada, além de condigdes amenas de operacdo sem penalizar a
conversdo da reagao.

Geralmente, o biodiesel é produzido em modo batelada. Como principais desvantagens
deste processo destacam-se: o tempo total de processamento longo, custo do processo elevado
e problemas no controle de qualidade do produto (HE et al., 2007).

O reator de coluna fixa de leito expandido € indicado para o uso de sistemas continuos
que contenham catalisador heterogéneo, uma vez que: (I) facilita o contato e a separacao
subsequente, (1) e a remogdo continua de inibidores; (I11) permite o reuso da enzima sem a
necessidade de uma separacao prévia; (1) permite o uso de grandes volumes de substratos de
baixa solubilidade; (V) conduz a uma qualidade de produto mais consistente e a estabilidade
da enzima € melhorada devido a facilidade de automatizacao e do controle; (V1) é apropriado
para a producdo em longo prazo e em escala industrial, diferentemente de um reator em
batelada, onde os granulos de enzimas (suportadas/imobilizadas) sdo susceptiveis a quebra
por causa do estresse da agitacdo mecanica. Um aspecto bastante relevante trata-se da relacao
entre o substrato e a enzima que € muito maior em um reator de leito empacotado do que em
reatores convencionais em batelada, resultando em um elevado desempenho da reacéo
(LAUDANI et al., 2007).

A fim de minimizar desvantagens pela producao de biodiesel por alcodlise supercritica
de oOleos vegetais, 0 presente trabalho propbe o estudo da estabilidade dos constituintes do
meio reacional e a investigacdo de modificacfes na conducdo da alcodlise enzimatica em
meio pressurizado, objetivando o estabelecimento de condigdes amenas de operagdo e

garantia de qualidade do produto gerado.

1.1 Objetivos

Nesse contexto, vislumbra-se como objetivo geral deste trabalho a producédo de ésteres
de acidos graxos por transesterificacdo enzimatica de Gleos vegetais e etanol utilizando
dioxido de carbono em condi¢bes pressurizada como solvente em um reator de leito
expandido de modo continuo.

Especificamente, os objetivos deste trabalho podem ser sumarizados em:

1. Montagem do aparato experimental para condugdo de reacdes enziméticas de

6leos vegetais em fluidos pressurizados em modo continuo;
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2. Checagem e validacéo do aparato experimental;

3. Estudo do efeito das variaveis do processo, como pressdo, razdo molar
Oleo:etanol, razdo maéssica solvente:6leo e quantidade de enzima sobre a

producdo de ésteres etilicos de soja em diéxido de carbono em modo continuo.

4. Otimizacao da producdo de ésteres neste sistema.

Para melhor apresentacdo deste trabalho, primeiramente no Capitulo 2 sera
apresentada uma breve revisdo bibliografica, com énfase aos resultados apresentados na
literatura referentes ao tema deste trabalho, procurando evidenciar e justificar os objetivos do
mesmo. O Capitulo 3 apresenta os metodos analiticos utilizados no decorrer deste trabalho
bem como a montagem do aparato experimental e o procedimento utilizado para realizagcdo
dos experimentos. No Capitulo 4 e 5 sdo apresentados e discutidos os resultados obtidos na
presente investigacdo e, como forma de finalizar o trabalho, as conclusdes, bem como
sugestdes para trabalhos futuros. Maiores detalhes em relacdo as analises cromatogréaficas

utilizadas para quantificacdo dos produtos da reacdo sd@o encontrados no Apéndice A.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir é apresentada como forma de fundamentacdo tedrica deste trabalho uma
breve explanacéo sobre o contexto do biodiesel como alternativa ao diesel de petroleo e sua
conjuntura no Brasil e no mundo, bem como um histérico sucinto sobre o tema e um breve
apontamento dos 6leos vegetais potenciais na producdo de biodiesel. O presente capitulo
contempla também alguns conceitos e métodos utilizados para producdo de biodiesel. A
leitura do estado da arte mostra a existéncia de trabalhos versando sobre o emprego de
catalisadores homogéneos e heterogéneos (&cidos/bases, enzimas) e a producdo de biodiesel
em fluidos pressurizados, bem como informacGes de carater fundamental para o escopo deste
trabalho, a saber: formas de conducgéo da reacéo de transesterificagdo com énfase na utilizacdo
de fluidos em condicgdes sub e supercriticas em reacOes cataliticas e informacdes disponiveis

na literatura a respeito destas reagdes.

2.1 Biodiesel

O combustivel diesel tem funcéo essencial na economia industrial de um pais pelo seu
uso no transporte de bens industriais e agroindustriais. Segundo dados da Agéncia Nacional
de Petroleo (ANP) no ano de 2008, o 0leo diesel representa 55,7% na matriz de combustiveis
veiculares no Brasil. A elevada demanda de energia no mundo industrializado, assim como no
setor domeéstico, e o0s problemas de poluicdo, causados devido ao uso difundido de
combustiveis fésseis, tornam cada vez mais necessario estudar fontes de energia renovaveis
de duracdo ilimitada e de menor impacto ambiental. Esta constatacdo estimulou o interesse
recente na busca de fontes alternativas para combustiveis derivados do petréleo (MEHER et
al., 2006).

Os combustiveis alternativos ao diesel devem ser técnica e economicamente
competitivos, ambientalmente aceitaveis e facilmente disponiveis. O uso de 6leos vegetais em
motores diesel é quase tdo antigo quanto o préprio motor diesel. O inventor do motor diesel,
Rudolf Diesel, segundo relatos, utilizou 6leo de amendoim como combustivel para fins de
demonstracdo em 1900. Alguns outros trabalhos investigaram o uso de dleos vegetais em
motores diesel, nas décadas de 30 e 40. As crises energéticas no inicio da década de 70 e nos
anos 80, bem como preocupacdes sobre a deplecdo dos recursos ndo renovaveis do mundo,
proveram o0s incentivos para a busca de alternativas aos combustiveis convencionais a base de

petréleo. Nesse contexto, retomaram-se 0s estudos referentes ao emprego de 0leos vegetais
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como combustiveis para motores diesel. Em decorréncia, eles ocupam hoje uma posi¢cdo
proeminente no desenvolvimento de combustiveis alternativos. Centenas de artigos cientificos
e varios relatorios a respeito de procedimentos alternativos para obtencdo de combustiveis a
partir de 6leos vegetais tém sido relatados no mundo todo (KNOTHE et al., 2002).

Dentre 0s recursos renovaveis para a producdo de combustiveis alternativos, as
gorduras e os 0Oleos vegetais tém atraido atencdo consideravel como alternativa de uso no
motor diesel. Entretanto, o uso direto dos o6leos vegetais é geralmente considerado
insatisfatorio e pouco pratico para o uso em motores de injecdo direta dentre outros tipos de
motores diesel (RATHORE e MADRAS, 2007).

Os 6leos vegetais ocupam uma posicao de grande importancia no desenvolvimento de
combustiveis alternativos, embora haja muitos problemas associados ao uso destes
diretamente no motor diesel, principalmente devido ao fato dos Oleos vegetais possuirem
viscosidade elevada, baixa volatilidade e reatividade das cadeias de hidrocarbonetos
insaturados (MEHER et al., 2006; BALAT e BALAT, 2010), o que pode acarretar (RAMOS,
et al., 2003): i) depositos de carbono nos motores devido a combustdo incompleta; ii)
obstrucdo nos filtros de Oleo e bicos injetores; iii) diluicdo parcial do combustivel no
lubrificante; iv) alteracdo do comportamento da durabilidade do motor; e v) aumento de
custos de manutengo.

Consequentemente, outras formas vém sendo consideradas para reduzir a viscosidade
dos Oleos vegetais, tais como a diluicdo, pirdlise, microemulsificacdo e transesterificacéo.
Entre todas essas alternativas, a transesterificacdo parece ser o melhor método, dado que as
caracteristicas fisicas dos &cidos graxos e os alquil ésteres (biodiesel) sdo similares ao
combustivel diesel existente. A alcodlise dos dleos vegetais produz os alquil ésteres dos
acidos graxos. A viscosidade dos alquil ésteres é cerca de duas vezes maior do que o
combustivel diesel enquanto a do dleo vegetal puro é de 10 a 20 vezes maior que o biodiesel
correspondente (RATHORE e MADRAS, 2007).

A diferenca nas propriedades entre o diesel e os dleos vegetais resulta, principalmente,
da diversidade molecular entre estes dois tipos de substancias. O diesel € constituido de
hidrocarbonetos com nimero médio de carbonos em torno de quatorze. Os 0leos vegetais sdo
triesteres da glicerina, ou seja, produtos naturais da condensagdo da glicerina com &cidos
graxos, cujas cadeias laterais de acidos graxos tém numeros de carbonos entre dez e dezoito,
com valores médios de quatorze e dezoito, para os tipos de 6leos mais abundantes (RAMOS,
et al., 2003).
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Altin et al. (2001) avaliaram o desempenho de motores a diesel, utilizando como
combustivel biodiesel derivado de 0leos vegetais e constataram que o desempenho do motor
ndo é afetado pela utilizacdo de biocombustivel oriundo das diversas fontes vegetais.

A maior razdo para que 6leos vegetais devam ser convertidos em alquil ésteres é a
viscosidade cinematica que, no biodiesel € muito mais proxima daquela do diesel de petréleo.
A alta viscosidade de matérias graxas ndo transesterificadas conduz a sérios problemas
operacionais nos motores diesel, tais como a ocorréncia de depositos em varias partes do
motor. Apesar de alguns tipos de motores e sistemas de injecdo (“‘queimadores”) poder
utilizar éleos vegetais ndo transesterificados, a maior parte dos motores hoje disponiveis exige
a utilizacdo de combustiveis com viscosidade inferior as dos 6leos vegetais (KNOTHE et al.,
2006).

O biodiesel obtido a partir de 6leo vegetal ndo produz o6xido de enxofre, minimiza a
emissdo de particulados em até trés vezes e aumenta significativamente a lubricidade em
comparagdo com o combustivel derivado do petroleo. Em funcdo dessas vantagens técnicas e
ambientais, vislumbra-se o biodiesel como um combustivel substituto ou pelo menos como
aditivo ao diesel convencional, caso sua producéo se viabilize economicamente (MACEDO e
MACEDO, 2004; MAMURO et al., 2001).

2.2 Breve historico do biodiesel

Em nivel mundial, a ideia da utilizacdo dos 0Oleos vegetais como combustivel foi
retomada em escala comercial no inicio da década de 90, onde pressdes a favor de um
“desenvolvimento limpo” adquiriram mais forca (Conferéncia das Nacdes Unidas, Rio de
Janeiro, 1992). Tal aspecto reflete a preocupacdo com a preservacdo ambiental e com o
previsivel esgotamento das jazidas de petroleo. O desenvolvimento econdmico calcado na
utilizacdo extensiva de 6leos minerais € claramente insustentavel e temporario. As emissdes
dos motores de veiculos constituem uma das principais fontes dos gases causadores do “efeito
estufa”, que resulta no aquecimento planetario e nas mudangas climaticas.

Os paises que iniciaram o desenvolvimento da producdo de biodiesel foram a
Alemanha e a Franca. Atualmente, a Alemanha € responsavel por mais da metade da
producdo Européia com um produto mais barato que o 6leo diesel, j& que ha completa isengdo
de tributos em toda a cadeia produtiva deste biocombustivel. Possui 30 unidades industriais
voltadas a producdo de biodiesel e cerca de 800 postos de venda, sendo a maior produtora de
biodiesel do mundo, com uma capacidade de producdo de 1 milhdo de toneladas anuais

(www.biodiesel.org).
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De acordo com o estudo de Balat e Balat (2010), canola e girassol sdo utilizados na
Unido Européia, o dleo de palma predomina na producéao de biodiesel em paises tropicais e 0
6leo de soja é a principal matéria-prima nos Estados Unidos. O dleo de canola tem 59% do
total mundial das fontes de matérias-primas de biodiesel, seguido pela soja (25%), 6leo de
palma (10%), 6leo de girassol (5%) e outros (1%).

Nos Estados Unidos, os estados de Minessotta e Carolina do Norte aprovaram uma lei
que obriga a adicdo de 2% de biodiesel no Gleo diesel desde 2002, porém a capacidade
nacional instalada esta entre 210 e 280 milhdes de litros anuais, insuficiente para atender a
prerrogativa legal. Gradativamente o pais d& atencdo aos biocombustiveis. O Programa
Americano de Biodiesel é baseado em pequenos produtores e consumidores. Existem cerca de
15 empresas ndo especializadas que produzem biodiesel para uso proprio ou para a
comercializacdo em todo o pais (ALBUQUERQUE, 2006).

A Argentina iniciou seu programa de biodiesel com o estabelecimento de padrées para
0 combustivel em 2001. O Decreto governamental 1396 de novembro de 2001 isenta de
impostos por 10 anos toda a cadeia produtiva de biodiesel (ALBUQUERQUE, 2006).

No Brasil, o histérico de uso de dleos vegetais aponta que ao longo das ultimas
décadas houve tentativas para implementar o uso de Oleos vegetais como combustiveis
sucedaneos ao diesel derivado de petrdleo (CAMARA, 2006).

A primeira crise mundial do petroleo em 1973 motivou por parte do governo brasileiro
a época, a ideia de desenvolver um Programa Nacional do Alcool Combustivel (Pré-Alcool) a
partir da sacarose extraida dos colmos de cana-de-agucar. Ao final dos anos 70 uma segunda
crise mundial do petréleo viabilizou o lancamento do Prd-Alcool, atualmente de sucesso
estratégico, tecnolégico e comercial consagrado (CAMARA, 2006).

Paralelamente ao surgimento do Pré-Alcool cogitou-se sobre o lancamento de um
programa paralelo com o intuito de se produzir outro combustivel proveniente de fontes
renovaveis, porém, a base de matérias-primas oleaginosas visando a substituicdo parcial do
diesel de petroleo, na matriz veicular de combustiveis (CAMARA, 2006).

Na época, muitos estudos e projetos de pesquisas foram desenvolvidos em institutos e
universidades brasileiras, com destaque para o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) do
estado de Sdo Paulo e para a Universidade Federal do Ceard, focando matérias-primas
potenciais para a producgéo de biodiesel (PARENTE, 2003).

Entretanto, como efetiva politica publica federal, o “PROOLEO” permaneceu apenas

como um projeto ou ideia para o futuro. Recentemente, o atual governo federal decidiu pelo
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relangamento do antigo “Pro-Diesel”, denominando-0 Programa Nacional de Produgédo e Uso
de Biodiesel (PNPB) (CAMARA, 2006).

A partir de 24 de novembro de 2004, a ANP editou as Resolu¢des ANP n°41 e n°42, as
quais estabeleceram, respectivamente, a obrigatoriedade de autorizagdo da ANP para a
atividade de producdo do biodiesel, e as especificacdes técnicas para a producdo e
comercializagdo do biodiesel. Em 13 de janeiro de 2005, o Governo Federal promulgou a Lei
do Biodiesel, que introduz o biodiesel na matriz energética brasileira e amplia o escopo de
atuacdo da ANP, que passou a regulamentar também as atividades de producdo e
comercializacdo de biocombustiveis. Além disso, essa lei fixou percentuais minimos
obrigatorios de adicdo de biodiesel ao 6leo diesel comercializado aos consumidores finais,
determinando que o percentual de adicdo minimo devera ser de 2,0% (v/v) de 2008 a 2012,
atingindo 5,0% (v/v) até 2013. Atualmente o Brasil conta com diversas empresas produtoras
de biodiesel em todas as regides do pais, e sua producdo vem aumentando consideravelmente
ano a ano, conforme dados da ANP apresentados na Tabela 2.1 (www.anp.gov.br).

A producéo de biodiesel cresceu 37,7%, em relagdo a 2008, em virtude das politicas
de incentivo a este combustivel, que viabilizaram o aumento de 3% para 4% do mesmo na

mistura com o 6leo diesel no ano de 2009 (Balango Energético Nacional, 2010).

Tabela 2.1 - Capacidade nominal e producéo de biodiesel B100 no Brasil.

Ano Producéo’ (m°)
2005 736,2

2006 69.002

2007 404.329

2008 1.167.128
2009 1.608.053

Fonte: ANP/SRP, conforme a Portaria ANP n° 54/01.

2.3 Oleos potenciais na producdo de biodiesel
Observando-se 0s aspectos tecnoldgicos e econémicos, € de fundamental importancia

que se tenha uma visdo geral acerca dos 0leos vegetais potenciais na produgdo de biodiesel.

A partir de 2008, a mistura de biodiesel puro (B100) ao 6leo diesel passou a ser obrigatéria. Entre janeiro e junho
de 2008, a mistura de biodiesel puro (B100) ao 6leo diesel foi de 2%, entre julho de 2008 e junho de 2009 foi de 3% e entre
julho e dezembro de 2009 foi de 4%, exceto o Gleo diesel para uso aquaviario que s deverd conter biodiesel a partir de
01/01/2011. Dados atualizados em 09 de setembro de 2010.
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A escolha da matéria-prima para a producdo de biodiesel depende largamente de
fatores geograficos. Dependendo da origem e da qualidade da matéria prima, mudancas no
processo de producdo podem ser necessarias. Apesar da riqueza e da diversidade de
oleaginosas no pais, 0 desenvolvimento tecnoldgico para elas é muito variavel. Podem-se citar
como principais oleaginosas o amendoim, algoddo, mamona, soja, girassol, gergelim, canola e
dendé. Como as principais oleaginosas com baixissimo dominio tecnologico e/ou com
exploracdo extrativista, tém-se: o pinhdo-manso, macalba, babagu, etc. (O Futuro da
IndUstria: Biodiesel, 2006). No entanto, a escolha da oleaginosa a ser utilizada deve
considerar o teor em Oleo vegetal, produtividade e adaptacéo territorial (RAMOS et al., 2003).
Observando-se 0s aspectos tecnoldgicos e econdmicos, € importante que se tenha uma visdo
geral da potencialidade dos 6leos vegetais na producgéo de biodiesel, no &mbito nacional cada
regido apresenta potencialidade para diferentes tipos de oleaginosas.

Para cumprir as metas legais, seria preciso produzir cerca de 800 milhdes de litros
anuais de biodiesel em 2008, na fase inicial do Programa. Com a autorizacdo das usinas, cuja
solicitacdo tramita na Agéncia Nacional de Petréleo, Gas Natural e Biocombustiveis (ANP), a
capacidade de producdo do Pais seria suficiente para 2008, mas terd que aumentar
significativamente até 2013 para atender a exigéncia legal de adicionar 5% de biodiesel ao
petrodiesel (Plano Nacional de Agroenergia, 2006-2011).

Segundo o relatério publicado, em 20 de julho de 2010, pelo IBGE
(www.ibge.gov.br), a Sétima Estimativa da Safra Nacional de Cereais, Leguminosas e
Oleaginosas, indica uma producéo da ordem de 146,4 milhdes de toneladas, superior em 9,2%
a obtida em 2009 (134,0 milhdes de toneladas), e 0,3% superior a safra recorde de 2008
(146,0 milhdes de toneladas). Comparativamente a area plantada em 2009, a atual estimativa
apresenta decréscimo de 0,9%, situando-se em 46,8 milhdes de hectares. As trés principais
culturas, que somadas representam 90,9% da producédo de cereais, leguminosas e oleaginosas,
o0 arroz, o milho e a soja, respondem por 83,1% da area plantada e registram, em relacdo ao
ano anterior, variacdes de -5,9%, -6,5% e +7,2%, respectivamente. No que se refere a
producdo, o milho e a soja apresentam, nessa ordem, acréscimos de 4,4% e 19,8%, enquanto
que o arroz decréscimo de 10,3%.

Entre as Grandes Regibes, esse volume da producdo de cereais, leguminosas e
oleaginosas, apresenta a seguinte distribuicdo: Regido Sul, 63,1 milhdes de toneladas; Centro-
Oeste, 50,9 milhdes de toneladas; Sudeste, 16,5 milhGes de toneladas; Nordeste, 12,0 milhGes
de toneladas e Norte, 3,9 milhdes de toneladas. Comparativamente a safra passada, houve

decréscimo na producdo apenas na Regido Sudeste (4,0%), enquanto as demais mostram 0s
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seguintes incrementos: Norte, 1,7%, Nordeste, 2,3%, Sul, 20,3% e Centro-Oeste, 4,3%
(www.ibge.gov.br).

A respeito da cultura da soja, pode-se dizer que o Brasil apresenta tradicdo neste
cultivo, além de uma boa estruturagdo nas fases da cadeia produtiva. A Figura 2.1 apresenta a
area colhida e a producéo de soja no Brasil.
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Figura 2.1 - Area colhida e producio de soja no Brasil.

Fonte: Banco de dados do IBGE.

Segundo dados da ABIOVE (Associacdo Brasileira de Oleos vegetais) em relagio a
producdo brasileira de graos e 6leos vegetais no ano de 2008, pode-se observar a tendéncia do
Brasil em adotar a soja como matéria-prima para producdo de biodiesel, visto que a producéao
desta oleaginosa representa 95% da producdo nacional de gréos e 90% da producéo de 6leos
vegetais, apresentando o maior potencial para servir de modelo para o desenvolvimento de um
programa nacional de biodiesel. Além disso, a cadeia produtiva da soja no Brasil ¢ bem
estudada e desenvolvida, acreditando-se que a producdo do 0leo desta oleaginosa é necessaria
para atender a demanda brasileira de biodiesel. Em termos mundiais, o Brasil se encontra

como o segundo maior produtor desta oleaginosa (www.conab.com.br).
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As areas ocupadas pela cultura de soja crescem significativamente a cada safra,
principalmente na regido centro-oeste e sul do pais. Este crescimento também é observado
quanto a produtividade da cultura da soja, consequéncia do melhoramento das espécies
cultivadas bem como o emprego e desenvolvimento de tecnologias sobre o tema. Ressalta-se
ainda que as regides produtoras apresentam capacidade de esmagamento instalado e em
funcionamento.

Paralelamente ao excedente de Oleo de soja no mercado, verifica-se a crescente
demanda de Oleo para a producdo de combustiveis alternativos, devido a necessidade
emergente de implantacdo de unidades produtoras de biodiesel, a fim de que se cumpra o
projeto de Lei 6983/2002, que institui a adicdo de biodiesel ao diesel. Diante deste cenario, o
uso de oOleo de soja para a producdo de biodiesel torna-se a alternativa interessante no
contexto nacional atual (Plano Nacional de Agroenergia 2006-2011).

Um fato a ser considerado para baixar custos de fabricacdo e tornar o biodiesel
competitivo, € a utilizagdo de Oleos degomados que apresentam menor custo que Oleos
refinados, além da possibilidade da reciclagem de Oleos de fritura na producdo deste
biocombustivel (AKGUN e I'YSCAN, 2007). Em relacdo ao alcool a ser utilizado como
agente de transesterificagdo, podem ser utilizados metanol, etanol, propanol ou butanol; sendo
o metanol e etanol utilizados mais frequentemente (MACEDO e MACEDO, 2004). Em
termos nacionais, o etanol destaca-se como forte candidato para ser utilizado como substrato,
devido a grande disponibilidade deste produto e por ser obtido de fontes renovaveis. Segundo
dados da Agéncia Nacional do Petréleo (ANP), o Brasil esta entre os principais produtores de
etanol, com tecnologia de producdo bem estabelecida, sendo a producdo expressiva em
praticamente todas as regides do pais.

Segundo a ANP, do ponto de vista econdmico, a viabilidade do emprego do biodiesel
estd relacionada com o estabelecimento de um equilibrio favoravel na balanca comercial
brasileira, visto que o diesel é o derivado de petréleo mais consumido no Brasil, e que uma
fracdo crescente desse produto vem sendo importada anualmente. A entrada do novo
combustivel no mercado permitiria a reducdo da importacdo do diesel, a criacdo de empregos
no meio rural, por meio da agricultura familiar, e o incentivo no desenvolvimento da pesquisa
e da inddstria nacional de equipamentos. Em termos ambientais, a ado¢do do biodiesel,
mesmo que de forma progressiva, ou seja, em adi¢cOes de 2% a 5% no diesel de petréleo,
resultara em uma reducdo significativa no padrdo de emissdes de materiais particulados,

6xidos de enxofre e gases que contribuem para o efeito estufa (RAMOS et al., 2003).
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2.4 Biotransformacao enzimatica

Biocatalisadores ou catalisadores bioldgicos sdo proteinas cuja principal funcdo é
catalisar reacfes nos organismos. Os biocatalisadores sdo utilizados em quimica organica
como uma alternativa aos processos quimicos classicos por apresentarem inimeras vantagens.
Dentre estas se destacam: utilizacdo de condi¢cdes brandas; compatibilidade com substratos
sintéticos; em alguns casos podem catalisar as reagdes nos dois sentidos e podem, ainda,
apresentar seletividade quanto ao tipo de reacdo que catalisam (PAQUES e MACEDO, 2006).

Enzimas isoladas ou purificadas possuem um nimero de propriedades que tornam seu
uso atrativo como catalisador em biotransformacdo, tais como alta eficiéncia catalitica
(podem elevar significativamente a velocidade de uma reacdo); seletividade; atuacdo em
condicdes brandas de temperatura (30 a 70°C) e em pressdo atmosférica. Com um mercado
crescente e promissor, a maior parte da producdo de enzimas ainda é destinada as industrias
de detergente e amido (CASTRO et al., 2004).

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando gradativamente,
principalmente nas areas de engenharia de proteinas e enzimologia em meios nao
convencionais, as quais ampliaram consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas
como catalisadores em processos industriais. Entre os processos de maior interesse, estdo as
reacOes de hidrdlise, sintese e interesterificacdo de lipidios por meio das lipases. As razdes do
enorme potencial biotecnoldgico dessa classe de enzima incluem fatos relacionados: i) sua
alta estabilidade em solventes organicos; ii) ndo requerem a presenca de cofatores; iii)
possuem uma larga especificidade pelo substrato e, iv) exibem alta enantioseletividade
(COSTA e AMORIN, 1999).

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo biocatalisadores responsaveis por catalisar reacGes de
hidrolise de 6leos em &cidos graxos livres, monoacilglicerois, diacilglicerdis e glicerol. Um
elevado numero de compostos de alta e baixa massa molecular também pode ser substrato
dessa enzima, tais como tioésteres, amidas, poli-hidroxiésteres/hidroxiacidos, etc. Além da
hidrolise, as lipases também sdo capazes de catalisar reacfes reversas, como esterificacao,
transesterificacdo (interesterificacdo, alcoolises e aciddlises), amindlise (sintese de amidas) e
lactonizacdo sendo que a atividade de agua do meio reacional € um dos fatores determinantes
para cada classe de reacdo (VILLENEUVE et al., 2000).

Além de quebrar as ligacOes de éster de triacilglicerdis com o consumo de moléculas
de agua (hidrdlise), as lipases sdo também capazes de catalisar a reacdo reversa sob condicGes
microaquosas, como por exemplo, a formagéo de ligacGes éster, a partir de um alcool e acido

carboxilico (sintese de éster). Esses dois processos basicos podem ser combinados numa
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sequéncia logica para resultar em reacGes de interesterificacdo (aciddlise, alcodlise e

transesterificagdo), dependendo dos reagentes de partida empregados.

2.5 Técnicas de producao de biodiesel

Na atualidade, o biodiesel é produzido mundialmente em larga escala através da
transesterificacdo de 6leos vegetais empregando catalisadores quimicos homogéneos (acidos e
bases). Porém, as exigéncias de remocdo do catalisador e a quantidade excessiva de energia
empregada séo as principais desvantagens de tal processo quimico (MAMURO et al., 2001).

Dentre 0s processos para producdo de biodiesel, hd& uma intensa investigacdo na
tentativa de superar tais desvantagens e permitir a utilizacdo de 6leos vegetais como matéria-
prima, destacando-se, atualmente, as seguintes técnicas de producdo de biodiesel: pirdlise,
microemulsificacdo e a transesterificacdo enzimatica e supercritica (FUKUDA et al., 2001).
Dentre todas essas técnicas, a transesterificacdo parece ser a melhor escolha, como as
caracteristicas fisicas dos ésteres de acidos graxos sdo muito proximas as do Oleo diesel e 0
processo € relativamente simples (BALAT e BALAT, 2010). Dentro desse contexto, neste

trabalho sera enfatizado o processo de transesterificacdo de 0leos vegetais.

2.5.1 Transesterificacao de 6leos vegetais

Dentre as técnicas de producdo de biodiesel, a conversdo quimica (transesterificacdo)
do Oleo para seus ésteres graxos correspondentes € a mais promissora solucdo para o
problema de alta viscosidade (BALAT e BALAT, 2010).

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

De acordo com Meher et al. (2006), a transesterificacdo completa consiste na reacdo
de um mol de triglicerideo (TG) com trés mols de alcool, resultando na producéo de 3 mols de
ésteres e 1 mol de glicerol (GL), conforme apresentada na Figura 2.2. A mesma é uma reacao
reversivel que ocorre em trés etapas reacionais com formacdo de produtos intermediarios:

diglicerideos (DG) e monoglicerideos (MG), como mostra a Figura 2.3.
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Figura 2.2 - Esquema geral da reacdo de transesterificacao.

Acredita-se que trés sucessivas e reversiveis reagdes acontecam. O primeiro passo € a
conversao de um triglicerideo a um diglicerideo, seguido pela conversdo de um diglicerideo a
monoglicerideo e de monoglicerideo para glicerol, gerando uma molécula de éster de cada
glicerideo a cada fase da reacdo (SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; BALAT e BALAT,

2010), conforme representado na Figura 2.3.

I3 Triglic eriden + ROH * Diglicetideo + RCOOR
lrDigliceriden + ROH . Monogliceriden + RCOOR
Mitonoglicerideo + FOH .4 » Glicernol + RCOOR

Figura 2.3 - Representacao das etapas da reacdo de transesterificacdo de 0leos vegetais.

Os esteres formados sdo relativos a conformacdo da cadeia do triglicerideo. Por
exemplo, uma trioleina poderd formar uma dioleina, uma monooleina ou etil oleato. Os
triglicerideos possuem cadeia de acidos graxos de 8 a 20 atomos de carbono.

Alguns parametros sdo de fundamental importancia na reacdo de transesterificacao.
No entanto, o efeito destas variaveis dependerd necessariamente da metodologia empregada
(MARCHETTI et al., 2007), entre eles destacam-se:

- 0 teor de &cidos graxos livres nos 6leos € fator importante na reacdo catalisada por
bases (por exemplo, NaOH). O contetido de agua dos reagentes deve ser muito baixo, pois
pode alterar a rota da reacdo (hidrélise), o que aumentaria a viscosidade final do produto,
dificultando o processo de separagdo (BALAT e BALAT, 2010).

- 0 efeito da razdo molar entre os reagentes esta associado ao tipo de catalisador e ao

tipo de Oleo que é empregado na reacdo. Na catélise alcalina, utilizando 6leo de soja e
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butanol, por exemplo, é requerida uma razdo Oleo:etanol de 1.6, enquanto para atingir a
mesma conversdo com catalisador acido, necessita-se de uma razdo molar 6leo:etanol de 1:30
(FUKUDA et al., 2001).

- 0 tempo é outro pardmetro importante e que, em geral, tem efeito positivo sobre a
conversdo da reacdo. As reacOes sdo rapidas se a dispersdo for boa e atingem conversfes
superiores a 95% em cerca de 30 minutos quando catalisadas por alcalis (OLIVEIRA et al.,
2005a).

- 0 efeito da temperatura é variavel em funcdo do tipo de 6leo e do catalisador
empregado, situando, em geral, o valor 6timo préximo a temperatura normal de ebuli¢do do
alcool, no caso das reacdes catalisadas por acidos e bases.

A catalise quimica homogénea (&cida ou bésica) é a técnica mais utilizada na reacéo
de transesterificacdo, pois permite, no caso da catalise alcalina, a obtencdo de altas conversoes
em baixos tempos de reacdo, como relatam estudos na literatura (FREEDMAN et al., 1986;
NOUREDDINI e ZHU, 1997; DARNOKO e CHERYAN, 2000; FACCIO, 2004; FERRARI
et al., 2005; MARTINEZ et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2005a; MARTINEZ et al., 2006;
MENEGHETTI et al., 2006; LIMA et al., 2007). Geralmente, as industrias utilizam hidréxido
de sodio ou potéssio ou metdxido de sodio ou potassio como catalisador, pois estes séo
relativamente baratos e bastante ativos para essa reacdo (BALAT e BALAT, 2010).

Nesse sentido, alguns estudos s@o encontrados na literatura a respeito dos fatores que
influenciam a reacdo de producdo de ésteres etilicos, utilizando NaOH como catalisador,
dentre eles pode-se citar a investigacao de Oliveira et al. (2005a), tendo encontrado converséo
de até 96,2% para 6leo de mamona. No emprego desse 6leo, os parametros otimizados foram:
temperatura de 70°C, 0,5 % (m/m) de catalisador e razdo molar 6leo:etanol de 1:3. J& para o
emprego de Gleo de soja nas reacbes de producdo alcalina de ésteres, 0s mesmos autores
reportam conversdao de 94,1%, nas condi¢bes de temperatura de 70°C, 0,5% (m/m) de
catalisador e razdo molar 6leo:etanol de 1:9.

O método quimico utilizando catalisadores homogéneos, embora de concepgéao
simples, rapido e com altos rendimentos apresenta varios inconvenientes, tais como: custos
com separacdo do catalisador e dificuldade de purificacdo e separacdo dos produtos da reacéo,
0 que implica em altos custos de producdo e energia (KUSDIANA e SAKA, 2001b). A
remocdo do catalisador é tecnicamente dificil e traz custo extra ao produto. A utilizacdo de
catalisadores basicos acarreta a formacao de sabdes que é uma reacdo indesejavel, que ocorre
devido ao consumo parcial do catalisador, diminuindo o rendimento da reacdo, aléem de tornar

as etapas de separacdo e purificagdo dos produtos complexa (PINTO et al., 2005), devido a
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restricdo do metodo ao teor de agua e &cidos graxos livres. O teor de agua deve ser inferior a
0,06% (m/m) e de &cidos graxos livres menores que 0,5% (m/m) na transesterificacdo
catalisada por bases (MA e HANNA, 1999).

A transesterificacdo com um catalisador homogéneo acido é preferivel para processos
onde o triglicerideo apresenta elevado nivel de acidos graxos livres, uma vez que o catalisador
acido pode promover a simultdnea transesterificacdo do triglicerideo e esterificacdo dos
acidos graxos livres para ésteres de acidos graxos (PINNARAT e SAVAGE, 2008). O
rendimento obtido é elevado (99%), mas a cinética de reacdo € lenta, sendo necessarias
temperaturas elevadas (acima de 100°C) e mais de 24 horas para alcancar o referido
rendimento (KNOTHE et al., 2005).

Visando superar 0s inconvenientes da transesterificagdo via catalise alcalina e acida,
Kusdiana e Saka (2001b) propuseram a producdo de biodiesel a partir da transesterificacao
ndo catalitica de Oleos vegetais com metanol supercritico. Os autores verificaram que a
conversao da reacdo é praticamente completa, com tempos de residéncia bastante curtos.
Comparado com 0s processos cataliticos, a purificacdo dos produtos aparenta simplicidade e é
ambientalmente correta. Entretanto, a reacdo requer temperaturas na faixa de 350-400°C e
pressdes de 450-650 bar, que ndo sdo atualmente vidveis no contexto industrial. Além disso,
tais temperaturas e pressdes elevadas conduzem a elevados custos iniciais de fabricacéo,

processamento e de energia (SILVA et al., 2007).

2.5.2 Transesterificacdo enzimatica

Embora a transesterificacdo quimica utilizando um processo de catalise alcalina
ofereca niveis elevados de conversao de triglicerideos aos seus correspondentes alquil ésteres
de &cidos graxos em tempos curtos de reacao, ela sofre varias desvantagens: energia intensiva,
dificil recuperacdo do glicerol, o catalisador acido ou alcalino tem de ser removido do
produto, as aguas residuais alcalinas requerem tratamento, e os acidos graxos livres e agua
interferem na reacdo. Os catalisadores enzimaticos, como lipases, sdo efetivamente capazes de
catalisar a transesterificacdo de triglicerideos em sistemas aquosos ou nao aquosos (BALAT e
BALAT, 2010).

Em particular, deve notar-se que o subproduto glicerina, pode ser facilmente
recuperado com o simples processo de separacdo. No entanto, os catalisadores enzimaticos
sdo frequentemente mais caros do que os catalisadores quimicos, de modo que a reciclagem e

a reutilizacdo sdo muitas vezes indispensdveis para a viabilidade comercial. Apesar de
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atualmente o alto custo de producdo da enzima ser o maior obstaculo & comercializa¢do de
processos catalisados por enzimas, 0s recentes avancos na tecnologia de enzimas, tais como o
uso de solventes tolerante a lipases e lipases imobilizadas - sendo possivel a reutilizagdo do
catalisador, tém sido realizados para desenvolver sistemas de baixo custo. Além disso, a
possibilidade de utilizagdo de lipases ndo comerciais, obtidas com custo relativamente baixo
através do processamento de materia-prima renovavel, é uma importancia adicional para a
realizacdo de estudos sobre a producdo de catdlise enzimatica de biodiesel (BALAT e
BALAT, 2010).

As reacOes catalisadas por enzimas tém a vantagem de reagir a temperatura préxima a
ambiente. No entanto, um sistema catalisado por enzima exige um tempo maior de reagéo do
que os outros sistemas. A alcoolise de triacilglicerol com lipase é considerada uma das
reacOes mais eficazes para a producéao de biodiesel (BALAT e BALAT, 2010).

Embora o processo de transesterificacdo catalisado por enzimas ainda ndo seja
comercialmente desenvolvido, novos resultados foram reportados na literatura. Esses estudos
consistem principalmente na otimizacdo das condicdes de reacdo (temperatura, solvente, pH,
razdo molar 6leo:alcool, o tipo de micro-organismo que produz a enzima, etc.) a fim de
estabelecer as caracteristicas adequadas para uma aplicacdo industrial. A sintese de biodiesel
utilizando enzimas, tais como de Candida antarctica (WATANABE et al., 2001; DALLA
ROSA et al., 2009a), Candida rugosa (SHAO et al., 2008), Pseudomonas cepacia (SHAH e
GUPTA, 2007) e Rhizomucor miehei (Lipozyme RM IM) (BERNARDES et al., 2007), € bem
abordado na literatura.

Van Gerpen et al. (2004), obtiveram na reacdo de transesterificacdo enzimatica com
6leo de soja em reator de modo batelada rendimento de 93,8% com a utilizacdo de 4% (m/m)
de Candida antarctica imobilizada em temperatura de 303K com tempo de reacdo de 48
horas. De forma semelhante, Reyes-Duarte et al. (2005), utilizaram éleo de girassol com 3%
(m/m) de Candida antarctica imobilizada em temperatura de 318K com tempo de reacdo de
50 horas obtendo rendimento maior que 99%.

Noureddini et al. (2005) realizaram estudos sobre o efeito da imobilizacdo de lipases
na transesterificacdo de 6leo de soja e 0 uso de metanol e etanol como solventes em diversas
concentragdes. Nove cepas de micro-organismos produtores de lipases foram inicialmente
testadas e a de Pseudomonas cepacia conduziu ao melhor resultado de conversao em ésteres.
As condicdes Gtimas para a reacdo com 0leo de soja foram: 35°C, razdo molar 6leo:metanol
de 1:7,5, 0,5 g de 4gua e 0,475 g de lipase nas reacGes com metanol e 35°C, razdo molar

6leo:etanol de 1:15,2, 0,3 g de agua, 0,475 g de lipase para as reacdes com etanol. O nimero
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de ciclos de utilizagdo da lipase imobilizada selecionada foi avaliado e os autores observaram
que a lipase imobilizada demonstrou grande estabilidade e pouca perda de atividade quando
sujeita a até 12 reciclos.

Ognjanovic et al. (2009) utilizaram metanol como aceptor acila para producdo de
biodiesel de 6leo de girassol catalisada por lipase comercial imobilizada de C. antarctica
(Novozym 435). Os autores utilizaram 3% do peso do 6leo de enzima, a razdo 6leo:alcool de
1:3. Nessas condicdes, altos rendimentos (> 99%) foram obtidos em 318 K ap6s 50 h de
reacdo. Bernardes et al. (2007) investigaram a alcodlise enzimética de dleo de soja com
metanol e etanol, utilizando uma lipase comercial imobilizada (Lipozyme RMIM). Nesse
estudo, as melhores condi¢des foram obtidas em um sistema de solvente com uma razéo
molar de oleo:etanol de 1:3, a temperatura de 323 K e concentragdo de enzima de 7,0%
(m/m). Nessas condicdes, o rendimento do éster etilico obtido foi acerca de 60% apos 4 h de
reacao.

Shimada et al. (2002) apresentaram uma revisdo apontando para a dificuldade de
reutilizacdo de enzimas na transesterificacdo e observaram que um excesso de metanol inativa
irreversivelmente a lipase. Os autores avaliaram a reacdo de metanodlise realizada pela lipase
de Candida antarctica imobilizada, e 6leos residuais (normalmente Oleos de fritura) em
batelada de duas etapas, com variacdo das razbes de enzima e metanol, obtendo conversdes
superiores a 90% em biodiesel.

Watanabe et al. (2001) utilizaram a lipase de Candida antarctica imobilizada na
transesterificacdo de Oleos residuais numa coluna com razdes variadas de metanol e
observaram que a atividade da enzima permanecia a mesma durante 100 dias de reacdo sem
diminuir sua atividade.

Entre os diversos estudos que relatam a influéncia do alcool, o de Abigor et al. (2000)
descreveu as conversdes de ésteres obtidas a partir de 6leo de palma e 6leo de coco usando a
lipase de P. cepacia, obtendo 72% de conversdo fazendo uso de etanol e 15% de conversao
com metanol. Ao contrario, Nelson et al. (1996) relatam que a eficiéncia da reacdo de
transesterificacdo € muito menor quando se utiliza o metanol comparado ao etanol, nos
sistemas com ou sem o emprego de solvente.

A respeito da aplicacdo de solventes em reagdes de transesterificagdo enzimatica,
alguns trabalhos sdo encontrados na literatura. A atividade enzimatica depende do tipo de
fluido utilizado, provavelmente como resultado de diferentes interagdes proteina-solvente. As
interacbes proteina-meio pressurizado que podem afetar a atividade enzimética inclui a

particdo do substrato, produto e &gua entre a enzima e o solvente, e interagdes diretas entre o
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fluido e a enzima, as quais podem inibir ou inativar a enzima por quebra das ligagdes idnicas
e de hidrogénio. Os solventes menos nocivos as enzimas sdo aqueles mais hidrofdbicos, pois
interagem menos com a agua necessaria para o funcionamento da enzima. Solventes
hidrofilicos, ou seja, solventes que contém maior quantidade de grupos polares ou centros
capazes de formar pontes de hidrogénio, tendem a retirar a agua essencial das proximidades
da enzima, acarretando a perda da atividade enziméatica (KNEZ e HABULIN, 2001).

Um estudo comparativo a respeito da utilizacdo ou ndo de solventes foi realizado por
Dossat et al. (2002) utilizando um sistema contendo o solvente n-hexano e um sistema sem
solvente. Os autores utilizaram 6Oleo de girassol como substrato e lipase imobilizada
(Lipozyme IM) como catalisador. O meio reacional sem solvente foi caracterizado por uma
conversao de 60% em éster do &cido oléico, enquanto 95% de conversdo foram obtidas na
presenca de solvente.

A producdo de ésteres etilicos a partir de 6leo de mamona e de soja usando n-hexano
como solvente e duas lipases comerciais (Novozym 435 e Lipozyme IM) foi realizado por
Oliveira et al. (2004, 2005b). Diversos trabalhos descrevem a producdo de ésteres por via
enzimatica utilizando lipases como catalisadores, e em todos 0s casos conversoes satisfatorios
foram observadas quando da utilizacdo de uma razdo massica de solvente:substrato em torno
de 40:1. Esta elevada relacdo é, sem davida, uma das principais desvantagens do uso de
enzimas como catalisadores da transesterificacdo de 6leos vegetais em solventes organicos.
Relacdes inferiores a apresentada ou mesmo a auséncia de solvente tém se mostrado
inadequadas a reacdo de transesterificacdo enzimatica, possivelmente dado a significativa
resisténcia a transferéncia de massa (DALLA ROSA et al., 2009a).

O uso de fluidos, que se comportem como gases em condi¢cbes ambientes, nas reacfes
de transesterificacdo enzimatica pode se constituir em alternativa para este inconveniente. Os
fluidos pressurizados possuem diversas vantagens sobre os solventes liquidos como a alta

difusividade, que pode acelerar a transferéncia de massa em reacdes enzimaticas.

2.5.3 Producao de biodiesel em fluidos pressurizados

A aplicacdo de solventes em condic¢Bes supercriticas ou proximas ao seu ponto critico
é baseada na observacdo experimental da caracteristica que muitos gases apresentam de
melhorar significativamente o seu poder de solubilizagdo quando submetidos a altas pressoes
(MCHUGH e KRUKONIS, 1994).
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Nessas condigdes, passa-se diretamente do estado gasoso a um estado denominado
supercritico, onde as propriedades do fluido sdo intermedidrias entre as do estado liquido e as
do gasoso. No caso do CO,, o ponto critico € alcancado sobre a curva liquido - gés a
temperatura de 31,3°C e pressdo aproximada de 73 bar.

A combinacdo das propriedades das fases liquida e vapor (Tabela 2.2) pode ser
extremamente vantajosa para a utilizacdo dos fluidos supercriticos (FSC) como solventes. O
FSC nas vizinhancas do ponto critico possui densidade proxima a do liquido (o que fortalece
as suas propriedades de solvente). Por outro lado, a viscosidade, a difusividade e a tenséo
superficial apresentam valores prximos aos do estado gasoso, 0 que torna as propriedades de
transporte bastante favoraveis ao processo de extracdo. Todas estas propriedades singulares
fazem dos FSC um meio bastante interessante para reacdes quimicas. Tais propriedades de
transporte, semelhantes a dos gases, facilitam as taxas de transferéncia de massa entre
reagentes e catalisadores. Em reacdes limitadas pela difusdo, a cinética, em geral, serd mais
favorecida em fluidos supercriticos do que em solventes liquidos convencionais (MESSIANO
et al., 1999).

Tabela 2.2 - Propriedades fisicas e de transporte associadas a diferentes estados do fluido.

Propriedades Liquido Supercritico Gas
Densidade (g/cm3) 1 0,2-0,9 0,001
Viscosidade (cP) 05-1 0,05-0,1 0,01
Difusividade (cm’/s) 10° 10° 10°

Outras vantagens adicionais do uso de FSC como meio para reacdes quimicas € que
suas propriedades sdo sensiveis a variacdes de pressdo e temperatura proximas ao ponto
critico. Segundo Mchugh e Krukonis (1994), o poder solvente dos fluidos supercriticos esta
relacionado principalmente a sua densidade.

O uso de fluidos comprimidos como solventes para reacGes de catalise enzimatica,
foram investigados primeiramente por Randolph et al. (1985), Hammond et al. (1985) e
Nakamura et al. (1985), € uma area de pesquisa muito fértil que teve grande destaque na
década de 80.

Marchetti e Errazu (2008) avaliaram diferentes processos para producgéo de biodiesel
utilizando dGleos vegetais com alto teor de acidos graxos livres, inclusive o método

supercritico. Os autores relatam que o método supercritico é uma alternativa do ponto de vista
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tecnoldgico, no entanto, do ponto de vista econdmico necessita de alto consumo de energia
nas etapas do processo, porém ocorre menor geracdo de efluentes e é relatada a alta qualidade
da glicerina gerada como subproduto.

Dessa forma, a substituicdo de um solvente organico, tal como o n-hexano, por um
fluido supercritico em reag¢des enzimaticas, podera resultar em maiores taxas de transferéncia
de massa devido as propriedades de transporte favoraveis. Além das vantagens ja citadas, é
possivel um controle mais apurado das varidveis que conduzem a reacdo. Um beneficio
adicional do emprego de fluidos supercriticos na catélise enzimatica é a presenca de um meio
adequado a recuperacao dos produtos e reagentes (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2000, 2001).

Dentre os diversos fluidos supercriticos, o diéxido de carbono tem sido apontado
como o0 mais adequado, pois as escalas de temperatura usadas no emprego deste solvente sao
compativeis com o uso das enzimas como catalisadores. Além disso, ele é o solvente mais
aceito para aplicacOes industriais, uma vez que oferece algumas vantagens sobre os solventes
organicos, quais sejam: substituicdo total dos solventes organicos, atoxicidade, néo
inflamabilidade, baixo custo, facilidade de recuperacdo do produto, maior difusividade,
resisténcia reduzida a transferéncia de massa e elevadas taxas de reacdes. Além disso, o poder
de diluicdo do didxido de carbono facilita uma separacdo relativa de reagentes apos a reagédo
(catalisadores e produtos), enquanto que uma eventual separacdo do produto da reacdo com
solvente organico € caro e demorado, portanto, ndo adequado para a producdo industrial
(LAUDANI et al., 2007).

A alcoodlise de oOleos vegetais em CO, supercritico a partir do 6leo de milho e a
utilizacdo do glicerol (subproduto da reacdo) para a obtencdo de mono e diglicerideos foi
relatada por King et al. (1995).

Taxas de reacdo em CO, supercritico e em solvente organico tém sido comparadas por
alguns autores (MARTY et al., 1990; KAMAT et al., 1992; PASTA et al., 1989). No caso de
reacOes de alcoodlise de dleos vegetais em solventes organicos, poucos resultados séo
encontrados na literatura, dentre eles cita-se o de Oliveira e Oliveira (2001), que comparam 0S
resultados obtidos pela alcodlise de dleo de palma em diéxido de carbono supercritico e n-
hexano, fazendo uso de duas enzimas comerciais, obtendo conversdes de 77,5% com a
enzima Lipozyme IM e 58,3% com a enzima Novozym 435 para o sistema contendo n-hexano
numa razdo massica de solvente:substrato de 40:1. Os resultados obtidos neste estudo para as
reacOes utilizando didxido de carbono supercritico foram de até 26,4% de conversdo
utilizando a enzima Lipozyme IM e até 63,2% de conversao utilizando a enzima Novozym

435 para o sistema contendo CO, numa razdo massica de substrato:solvente de 1:2.
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Em outro estudo, Oliveira e Oliveira (2000) otimizaram as condi¢des de producédo de
ésteres de Oleo de palma e obtiveram conversfes de 100% para as reacdes catalisadas pela
Novozym 435 e conversdes de 31% com a enzima Lipozyme IM.

Das reac6es que fazem uso do diéxido de carbono como solvente, pode-se apontar que
uma limitacdo de tal técnica reside na ndo polaridade deste e sua caracteristica hidrofilica.
Dessa forma, para reacfes que utilizam 0leos vegetais como substrato, torna-se interessante o
emprego de solventes que tenham em suas propriedades a capacidade de dissolver compostos
hidrofébicos, como é o caso do propano.

Acerca das reacGes de biocatalise em meio supercritico, alguns estudos prévios vém a
corroborar para o desenvolvimento destas reacOes, e estes, quando antecedem as reacgdes,
conduzem a uma visdo dos parametros que envolvem tais reacfes e as quais as faixas que
merecem ser investigadas.

Em se tratando de biodiesel, 0 comportamento de fases a alta presséo de 6leos vegetais
em solventes pressurizados € um aspecto importante. Lanza (2004) investigou o
comportamento de fases a alta pressdo do 6leo de soja em solventes pressurizados, com o
propano e dioxido de carbono. Os resultados obtidos mostraram que o tipo de equilibrio
observado depende do sistema e que para o sistema Gleo de soja - propano foi identificado
uma ampla regido em composi¢do contendo uma Unica fase, com pressGes de transicao
inferiores a 40 bar em toda a faixa composicional, indicando um meio propicio para as
reacOes de transesterificacdo enzimatica. Por outro lado, o estudo do sistema didxido de
carbono - éleo de soja revelou a existéncia de elevadas pressdes de transicdo de fase, segundo
Ndiaye et al. (2006a), conforme apresentado na Figura 2.4.

Cao et al. (2005) relataram a producdo de 98% do rendimento em ésteres metilicos
através da transesterificacdo ndo-enzimatica do Oleo de soja com metanol supercritico e
propano como co-solvente, em 250 mL de volume do reator de modo batelada com agitador.
Além disso, relatam que a aplicacdo da técnica de fluido supercritico proporciona a
diminuicdo dos parametros operacionais (temperatura em 280°C, pressdo em 128 bar, razdo
molar 6leo:metanol de 1:24 e tempo de reacdo de 10 minutos), favorecendo a diminuicdo dos
custos de producdo. Han et al. (2005) obtiveram o mesmo resultado utilizando CO, como co-
solvente em 143 bar de pressao.

Wang et al. (2007) atingiram 97% de rendimento em ésteres metilicos na
transesterificacdo do 6leo bruto de canola usando 0,5% (m/v) de NaOH como catalisador em
metanol supercritico e subcritico em um volume de 200 mL do reator de modo batelada com

agitador . Além disso, reportam que a técnica de fluido supercritico possibilita a diminuicéo
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dos parametros operacionais (temperatura em 250°C, pressdo em 60 bar, razdo molar

6leo:metanol de 1:24 e tempo de reacdo de 10 minutos).
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Figura 2.4 - Diagrama P-T para o sistema CO,-0leo de soja para diferentes fracbes massicas
(w) de CO, (Ndiaye et al., 2006a).

2.5.4 Producéo de biodiesel em modo continuo

A maioria da producéo de biodiesel através de transesterificacdo supercritica baseia-se
no processo em modo batelada. A medida que o método de metanol supercritico exige uma
temperatura elevada de 350°C e pressao de 450 bar. Desse modo, teria maiores beneficios se
operar em condicGes de producdo continua. Alguns sistemas de producdo continua foram
desenvolvidos para processos de transesterificacdo catalitica, cujo resultaram em aumento na
eficiéncia da producéo e qualidade do biodiesel (HARVEY et al., 2009).

Recentemente, He et al. (2007a) relataram um processo de producdo continua para
conversao de Oleo de soja em biodiesel através do método de metanol supercritico. Os
experimentos foram operados em um reator de tubo de 75 ml que forneceu fluxo continuo de
metanol e 6leo de soja em razdo molar de 1:6 a 1:80. Apds a reacdo, o produto foi resfriado a
temperatura ambiente, e, em seguida, os ésteres metilicos bruto foram obtidos em um
recipiente separado. Semelhante ao processo supercritico em modo batelada observou-se que
0 aumento da razdo molar, presséo e temperatura da reacdo provocam o rendimento da
producéo de forma eficaz.

Vérios trabalhos tém sido relatados na literatura para a producéo de biodiesel em
modo continuo (LAUDANI et al., 2007; CHEN et al., 2009). Entretanto, nenhum deles
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enfatiza 0 uso do processo em modo continuo em leito expandido. Dessa forma, optou-se em
enfatizar o conhecimento teorico a partir do reator de leito empacotado (PBR), bem como de
reatores em modo batelada. A Unica diferenca entre os métodos € o catalisador estar livre ou
fixado no leito do reator, como o proprio nome sugere.

Entre os reatores continuos, biorreatores de leito empacotado tém sido amplamente
estudados para uso em aplicagdes em escala industrial. O reator de leito empacotado (PBR) é
um dos mais comumente empregados para 0 contato de solido-liquido em catalise
heterogénea, por que: (i) facilita o contato e posterior separagdo; (ii) remocdo continua de
substancias inibidoras; (iii) permite a reutilizacdo da enzima sem a necessidade de uma
separacgdo prévia; (iv) permite lidar com substratos de baixa solubilidade, utilizando grandes
volumes contendo baixas concentracdes de substrato; (v) eleva a qualidade do produto
consistente e estabilidade da enzima, melhorados devido a facilidade de automatizagéo e de
controle; (vi) é adequado para a producdo de longo prazo e em escala industrial,
diferentemente de um reator tanque agitado, onde granulos de enzimas séo susceptiveis de
serem quebrados por causa da tensdo de cisalhamento mecénico; (vii) € mais rentavel que a
operacdo em batelada.

A razdo entre substrato e enzima estd muito menor em um PBR do que em reatores em
batelada convencional, o que resulta em maior desempenho de reacdo. Um reator tanque
agitado tem de ser esvaziado e enchido novamente no fim de cada batelada, conhecido como
tempo de manutencéo, levando a inatividade e a diminuicdo de produtividade e, além disso, 0s
produtos de cada batelada podem sofrer variacdes. Assim, um PBR, comparado ao processo
de batelada, propicia um produto mais puro, reprodutivel com uma produtividade maior a
partir de uma quantia fixa de enzima (LAUDANI et al., 2007).

Anistescu et al. (2008) obtiveram conversdo de 98% de ésteres metilicos através da
transesterificacdo do 6leo de soja em metanol supercritico em um reator tubular com volume
de 7 ml em temperatura de 400°C, pressdo de 200 bar, com razdo molar 6leo:metanol de 1:6
com tempo de reacdo de 1,6 minutos. De forma similar, Wang et al. (2008) relataram
conversao de 96% de ésteres metilicos em temperatura de 310°C, pressdo 130 bar, razédo
molar 6leo:metanol de 1:40 com tempo de reacdo de 12 minutos. Marulanda et al. (2009)
obtiveram conversdo de 99% de ésteres metilicos através da transesterificacdo a partir da
gordura de frango em um reator tubular com volume de 2 ml, em temperatura de 400°C,

pressao de 300 bar, razdo molar 6leo:metanol de 1:9 com tempo de reacdo de 6 minutos.
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2.6 Considerac0es parciais

A literatura aponta que o Brasil possui tradi¢do no cultivo da soja, além de capacidade
de esmagamento e cadeia produtiva bem estabelecida. Avalia-se que paralelo ao excedente do
6leo de soja no mercado, verifica-se a crescente demanda de Gleos vegetais para a producdo
de combustiveis alternativos, devido a necessidade emergente de implantacdo de unidades
produtoras de biodiesel. Diante desse cenario, 0 uso do éleo de soja para a producdo de
biodiesel torna-se uma alternativa interessante no contexto nacional atual.

O emprego de enzimas como catalisadores nas reacfes de producdo de biodiesel
apresenta muitas vantagens em relacdo aos catalisadores quimicos homogéneos. Varios
pesquisadores relatam o uso de enzimas aplicadas as reacOes de transesterificacdo em
solventes organicos, processo esse desvantajoso no que diz respeito ao uso excessivo de
solvente.

Os fluidos pressurizados possuem varias vantagens sobre o0s solventes organicos
liquidos, como a alta difusividade, que pode acelerar a transferéncia de massa em reacdes
enzimaticas. A maioria dos estudos encontrados na literatura refere-se ao emprego de dioxido
de carbono como solvente, que apresenta desvantagens no que se refere a baixa solubilidade
de Oleos vegetais, suas caracteristicas hidrofilicas e a perda de atividade de lipases
imobilizadas.

Diante desse cenario, e da relevancia cientifica e tecnologica, nos circulos académicos
e industriais, é que se alicerca o presente trabalho, que refere-se a producdo de biodiesel a
partir do dleo vegetal de soja em reator de leito expandido em modo continuo utilizando

lipase como catalisador em meio pressurizado.
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3. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais, a descricdo das metodologias e 0s
procedimentos experimentais adotados para a obtengdo dos dados. Em seguida, uma
explanacdo sobre a metodologia utilizada para analise quantitativa dos produtos gerados pela
alcodlise supercritica enzimatica de 6leos vegetais, bem como o planejamento experimental

realizado serdo também apresentados.

3.1 Materiais

Para a realizacdo das reacOes foi utilizado 6leo de soja refinado comercial marca
SOYA, élcool etilico Merck (99,9% de pureza), lipase Candida antarctica (Novozym 435),
com atividade inicial de 59 U/g, imobilizada em resina de éster metacrilico, gentilmente
cedidas pela Intecnial S.A., Erechim - RS, Brasil.

O solvente utilizado foi o dioxido de carbono de procedéncia White Martins S.A. (com
99,5% pureza, fase liquida). Na Tabela 3.1 sdo apresentadas as propriedades termofisicas do
etanol e do 6leo de soja utilizados como substratos e do diéxido de carbono empregado como
solvente.

Para as analises cromatograficas foi utilizado como padrdo interno o acido
heptadecanoato de metila (C17:0), de procedéncia Sigma-Aldrich. Para o preparo das
solugdes foi utilizado como solvente n-heptano marca Merck, de pureza 99,9%, cuja analise

segue a Norma Européia EN14103.

Tabela 3.1 — Propriedades termofisicas das substancias utilizadas.

) Peso molecular Temperatura Pressdo critica Densidade
Substancia _ 2
(g/gmol) critica (°C) (MPA) (g/cm®)
Etanol %46,10 #240,80 6,14 °0,7900
Oleo de Soja 871,91 ©969,82 ‘0,33 %0,8825
CO, %44,00 #31,05 7,32 %0,22

Fonte: Reid et al. (1987); "Especificado pelo fabricante a temperatura de 25°C; “Ndiaye (2004); “Brock (2006).
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3.2 Métodos

3.2.1 Descricéo do aparato experimental

O sistema experimental utilizado neste trabalho foi baseado no trabalho de Dalla Rosa
et al. (2008). As principais modificacdes referem-se a adicdo de uma bomba de alta pressao
para alimentacdo de CO, como solvente, um banho termostatico e o reator de leito expandido.
O processo como um todo, consistia na alimentacdo do solvente de CO, adicionado com o
substrato (mistura reacional de 6leo de soja com alcool etilico) num reator de leito expandido,
com uso de enzima, em diferentes condicbes de vazéo e pressdo. A Figura 3.1 apresenta um

diagrama esquematico do aparato experimental utilizado.
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Figura 3.1 - Diagrama esquematico do aparato experimental: (C1) cilindro de CO2, (CV)
“check valve”, (BS1 e BS2) bombas de alta pressdo, (BR1 e BR2) banhos
termostéaticos, (VAL e VA2) valvulas de alimentacdo do reator, (RE) reator
expandido, (AM) agitador mecanico, (BL) bomba de liquidos, (MM)
micromisturador, (IT) indicador de temperatura, (IP) indicador de pressao, (TP)

sensor de pressdo, (VA3) valvula de amostragem.

onde:
C1 - Cilindro de gas, com CO; liquefeito sob alta pressdo, utilizado como solvente nas

reacOes de transesterificacao.
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CV - Vlvula de Via Unica (check-valve, Marca HIP, Modelo 15-41 AF2). A funcéo
desta valvula é permitir o fluxo em apenas um sentido.

BS1 e BS2 - Bombas Seringa 1SCO da SERIE-D (MODEL 500D - Marca ISCO) de
alta pressdo. As bombas operam em modo de fluxo constante (0,01 mL/min a 204 mL/min)
ou pressao constante (0 a 258,6 bar), com capacidade de 500 ml de gés liquefeito. A bomba é
para deslocar o CO; até a zona reacional e determinar a pressao no sistema reacional.

BR1 - Banho de Recirculagdo (Marca NOVA ETICA, Modelo 521-2D). Utilizado
para manter a temperatura constante no cilindro da bomba.

BR2 - Banho de Recirculagdo (Marca NOVA ETICA, Modelo 521-2D). Utilizado
para manter a temperatura constante no reator de coluna encamisado.

VALl e VA2 - Valvulas métricas tipo agulha (Marca HIP, Modelo 15-11AF1, presséo
de operacdo de até 1034 bar). As valvulas servem para alimentacdo do solvente ao reator de
coluna encamisado.

RE — reator expandido de ago inoxidavel.

AM - Agitador mecéanico (Marca Fisatom, Modelo 712). Inserido no frasco contendo o
substrato (mistura reacional constituida de 6leo de soja e alcool etilico em proporcdes molares
determinadas previamente para cada condigdo reacional), para manter sob agitacdo constante
durante o periodo da reacao.

BL - Bomba de alta pressdo de liquidos (HPLC) Digital Série 111 (Marca Acuflow).
Este tipo de bomba opera com vazdo constante (0,1 mL/min a 10 mL/min) e pressdo de
trabalho de 0 a 414 bar. A bomba desloca o substrato para a zona de reacao.

MM — Micromisturador de aco inoxidavel. Misturar o substrato com o CO..

IT — Indicador de temperatura (marca NOVUS, Modelo N1500). Acoplado na entrada
do reator, por conexdo tipo T (marca Swagelok), com o termopar de isolacdo mineral tipo K
(Marca Salcas).

IP - indicador de pressdo (marca NOVUS, Modelo N1500).

TP - Sensor de pressdo, da marca SMAR (Modelo A5), que atua na faixa de 30 a 3600
psi. O sensor de pressdo estd conectado na saida do sistema reacional por uma conexdo do
tipo T (Marca Swagelok), a fim de transmitir a pressdo da linha para o IP.

VA3 — Valvulas métricas tipo agulha (Marca HIP, Modelo 15-11AF1, pressdo de
operacao de até 1034 bar). A véalvula propicia o controle do fluxo da reacgdo, a pressdo do

sistema, amostragem e a despressurizacdo do sistema.



Capitulo 3 — Material e Métodos 33

3.2.2 Descricao do reator de leito expandido

A partir da Figura 3.1 observa-se que o reator de leito expandido € onde ocorre a
reacdo. Dessa forma, para facilitar a compreensdo do procedimento experimental, serdo
visualisados nas Figuras 3.2 e 3.3, o diagrama esquematico do reator e 0s seus componentes
internos, respectivamente.

A coluna encamisada é constituida de aco inoxidavel fabricada pela empresa MIP —
Tecnologia em Usinagem, Erechim-RS, Brasil. A Figura 3.2 apresenta o reator de leito
expandido. Com relagdo ao espaco interno da coluna (linha tracejadas), denominar-se-a de
Cilindro Interno o local onde se procede a conversdo do substrato em produto. Possui 62,2 cm
de altura e 2,44 cm de diametro, totalizando um volume de 290,83 cm®.

(|

| - e

1

ER

Figura 3.2 — Diagrama esquematico do reator de coluna encamisado de leito expandido: (ER)
entrada do reator, (SR) saida do reator, (EA) entrada de agua na camisa, (SA)

saida de &gua da camisa, (LE) leito expandido, (CP) condutor de produto.

Por sua vez, o volume total do cilindro interno distribui - se em: Leito Expandido (LE)
e Condutor de Produto (CP), na parte inferior e superior, respectivamente. O Leito Expandido
(LE) é o local onde se deposita a quantidade de enzima. O LE possui altura de 45,2 cm

totalizando um volume de 211,34 cm?®.
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Através da passagem do fluxo de alimentacdo na ER, provocando uma expansao e
agitacdo do catalisador no LE, proporcionando uma maior eficiéncia na interagdo com o
substrato. Para evitar o arraste da lipase pelo fluxo de solvente mais substrato e permitir a
passagem de ésteres etilicos, o Condutor de Produto (CP) foi introduzido pela extremidade
superior do reator. O CP é constituido pelas pegas mostradas na Figura 3.3.

T
L

Figura 3.3 - Diagrama esquematico do Condutor de Produto (CP) e seus constituintes:
Retentor (RE), polca (PO) e tela (TE).

O CP é formado de politetrafluoretileno (PTFE), um polimero resistente e leve. Possui
16,5 cm de altura e diametro interno de 1,63 cm. Com a juncdo da polca (PO), através do
rosqueamento nas estrias localizadas na parte inferior, o conjunto resulta em uma altura de 17
cm.

Este artificio de rosqueamento da polca tem como objetivo de formar um conjunto de
contencao de enzima. O mecanismo funciona da seguinte forma: A polca de aco inox (PO),
com 3 cm de altura e 2,41 cm de didmetro, possui soldada em seu interior na parte inferior a
tela (TE), de aco inox, com a funcdo de impedir a passagem das enzimas. Com o intuito de
aumentar essa eficiéncia, coloca-se um chumaco de algoddo em seu interior ficando
compactado com o retentor (RE), de aco inox, de 1,98 cm de diametro e 0,36 cm de altura,
semelhante a Figura 3.3. Apos a formacédo desse conjunto (Re, algoddo, PO), rosqueava-se ao
CP, provocando maior compressao do algoddo e tornando-o mais denso.

Para diminuir o risco da passagem de enzimas ou até mesmo do produto em torno do
CP, a PO acoplada ao CP era constituida em seu exterior de duas gaxetas (borrachas). Essas,

pressionadas pela parede do ClI, bloqueavam a passagem de qualquer fluxo.
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3.2.3 Montagem do aparato experimental

A montagem do aparato experimental consistiu nas seguintes etapas: primeiramente o
banho termostéatico (BR1), conectado as bombas de alta pressdo (BS1 e BS2), era acionado na
temperatura de 5°C. Apo0s atingir a temperatura estabelecida, o cilindro de CO, (C1) era
aberto, passando pela “check valve”, e adicionava-se uma carga nas BS1 e BS2. Essa
operacao tinha como funcéo liquefazer o gas, necessitando de cerca de 2 horas. Durante esse
tempo, executavam-se as seguintes etapas:

Na segunda etapa, a enzima era ativada. Com auxilio da balanca (marca Gibertini,
modelo E154), quantificava a massa de enzima conforme apresentado na Tabela 3.2. Logo em
seguida, colocava - se na estufa (marca Quimis, Modelo Q819V2), a 40°C por 1 hora.

Na terceira etapa era formada a mistura reacional. O &lcool etilico e 6leo de soja eram
pesados na balanca (marca Gibertini, modelo E154), conforme apresentado na Tabela 3.2. O
agitador mecanico (AM), que aplicava a rotacéo de 700 rpm, era acoplado no frasco contendo
0 substrato para provocar a homogeneizacao.

Na quarta etapa, configurava-se a vazao da bomba liquida (BL). Ap0s conectar a BL
com a mistura reacional através de um tubo, bombeava-se o substrato até a entrada do reator
(ER), ainda ndo conectado, para verificar se havia obstrucéo da linha. E por fim, realizava-se
a purga para retirada do ar na linha.

Na quinta etapa, acionava-se o banho termostatico (BR2) para atingir a temperatura de
70°C para proceder a reacdo, necessitando aproximadamente de 20 minutos.

Na sexta etapa, acoplavam-se as extremidades do reator ao sistema. Conectava-se a
linha de alimentacédo a entrada do reator (ER). Por outra extremidade, na saida do reator (SR),
ainda aberta, depositava-se a enzima, com auxilio de um funil de vidro. Em seguida,
introduzia-se o Condutor de Produto (CP), ja com o Redutor, Algodédo e a Polca, como foram
relatados no item 3.2.1. Para finalizar a instalacdo do reator de leito expandido, acoplava-se o

sistema a SR, para conduzir o produto até a valvula de amostragem (VA3).

3.2.4 Procedimento experimental

Apos realizar os procedimentos descritos no item 3.2.3 iniciava-se as seguintes etapas:
Primeiramente realizava-se a pressurizacdo do reator. Apos fechar o C1 para evitar o
risco de acidentes, acionava-se lentamente a elevacdo da pressdo das BS1 e BS2 através dos

seus respectivos controladores. Apds estabilizar a pressdo desejada a VAL era lentamente
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aberta para provocar a vazdo do solvente ao reator. Paralelamente, acionava-se a BL para
promover a interacdo do solvente com o substrato através do MM, consequentemente,
promovia-se a razd0 massica substrato:6leo como previamente determinado em cada
experimento. Conforme as interacbes das varidveis em cada experimento, a etapa de
pressurizacdo do reator demandava em média de 20 minutos. Dessa forma, essa etapa ndo é
considerada e representada nas figuras no Capitulo 4.

Na segunda etapa inicia-se a reacdo. Apés o reator pressurizado e a vazao do solvente
estagnada, abria-se totalmente a VAl e em seguida, lentamente a VA3 com intuito de
promover a vazdo desejada do sistema, que era visualizado pelo controlador da bomba em
uso. A partir desse instante, iniciava-se a contagem do tempo de reacdo considerando o tempo
zero da mesma, conforme é representado no minuto zero das figuras no Capitulo 4.

Quando ocorria o fim do solvente contido na BS1, abria-se a VA2 e posteriormente
fechava-se a VALl. Dessa forma, utilizava-se 0 solvente contido na BS2 para manter a
alimentacdo constante. Através desse artificio, o tempo total de reacdo que poderia ser
realizado era m torno de 180 minutos.

A coleta de amostra era realizada em intervalos de 30 minutos. Eram coletados em
frascos, previamente identificados, que em seguida colocados na estufa para a evaporacéo do
etanol ndo reagido, até peso constante.

Ao término da reacdo, realizava-se a limpeza das enzimas e do reator através do
bombeamento de n-hexano durante 5 minutos numa vaz&o de 10 mL/min, mantendo a VA3
aberta. Cessava a alimentacdo do solvente e provocava a despressurizacao total do sistema.

O reator era aberto com desconexao da linha e procedia-se a limpeza do mesmo.

3.2.5 Quantificacdo de ésteres por cromatografia gasosa

Apos coletar as amostras nos frascos, eram colocados na estufa a 65°C até peso
constante, provocando a evaporacdo do etanol ndo reagido. Uma aliquota de 0,250 g da
amostra era transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e completado com solvente de n-
heptano. Apds a agitacdo, transferia-se uma aliquota de 50 pL dessa solucdo para um baldo
volumétrico de 1 mL, a fim de obter uma concentracdo de 1000 mg/L e adicionava-se 50 puL
de padrdo interno de heptadecanoato de metila (C17:0) na concentracdo de 250 mg/L e
completava-se 0 volume com n-heptano. A amostra era agitada e transferida para os vials,

dando sequéncia a analise cromatografica.
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A solucdo era entdo injetada (1 pL) em duplicata em um cromatografo gasoso nas
condi¢bes cromatograficas conforme EN 14103 (2001), descritas no Apéndice A,
possibilitando a determinacdo do percentual de ésteres etilicos nas amostras e
consequentemente o valor do rendimento da reacédo, cujos céalculos também séo descritos no
Apéndice A.

3.2.6 Avaliacao da cinética reacional para producao de ésteres etilicos

Com a finalidade de avaliar a cinética da producdo de ésteres etilicos ao longo do
tempo, e por se tratar de um processo continuo, estipulou-se coletar as amostras durante 10
minutos em intervalos de 30 minutos (30, 60, 90, 120, 150, 180 minutos). Como o sistema é

um processo continuo ndo houve necessidade de coleta em duplicata.

3.2.7 Estudo das variaveis

O estudo das variaveis tem como intuito de avalia o efeito da presséo, quantidade de
enzima, razdo molar oOleo:etanol e o efeito da razdo solvente:substrato sobre a
transesterificacdo de 6leo de soja. Optou-se fixar a temperatura dos experimentos em 70°C,
pois, essa é a faixa 6tima de operacdo da Novozym 435 (DALLA ROSA et al., 2008).

He et al. (2007) citam que a pressdo exerce efeito positivo no rendimento da reagédo
continua ndo catalitica de 0leo de soja em metanol. A faixa de estudo do efeito da variavel
pressdo neste trabalho foi estabelecida em 100, 148,22 e 200 bar.

A quantidade de enzima estudada foi determinada através da proporcdo da massa de
enzima utilizada com o espaco existente no Leito Expandido (LE) do reator, sendo assim,
determinado em 10, 30, 40 e 70 grama de catalisador.

A razdo molar (6leo:alcool) apresenta influéncia marcante no rendimento em ésteres
em reacOes de transesterificacdo. A estequiometria da reacdo indica uma razdo minima de 1:3
(6leo:élcool), porém a utilizacdo dessa razdo desfavorece o rendimento da reacdo,
considerando que o excesso de alcool desloca o equilibrio da reacdo no sentido de favorecer a
formacdo de produtos. Neste trabalho estudou-se o efeito da razdo molar de 6leo de soja para
alcool etilico na faixa de 1:9, 1:15e 1:21.

Nesse sentido, as condig¢des experimentais que foram definidas podem ser observadas
na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 — Faixa de estudo das variaveis de processo investigadas neste trabalho

Variavel Faixa
Presséo (bar) 100; 148,22; 200
Massa de enzima () 10; 30; 40; 70
Razéo molar (alcool etilico:6leo) 1:9; 1:15; 1:21
Razdo massica (substrato:solvente) 1:1;1:2; 1:3

Para reproduzir as razfes das variaveis no aparato experimental, como apresentado na
Tabela 3.2, era controlada a vazdo de dioxido de carbono supercritico em mL por minutos,
através do controlador da bomba de alta presséo, e a vazdo de substrato em mL por minuto,
através da bomba de liquido conforme pode ser observado no Apéndice B.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Neste trabalho foi investigada a reacdo de producdo enzimética de biodiesel em leito
expandido em modo continuo a partir de 6leo de soja e etanol empregando didxido de carbono
supercritico como solvente. Os efeitos da pressdo, razdo molar 6leo:etanol, razdo massica
substrato:solvente e quantidade de enzima foram avaliados em termos de rendimento em
ésteres etilicos.

Os resultados que serdo apresentados neste capitulo foram obtidos através do emprego
das metodologias descritas no capitulo anterior. Todas as amostras foram analisadas por
cromatografia gasosa com duplicata de injecdo. Os resultados referentes a reacdo sao
apresentadas em termos de rendimento em ésteres etilicos em fungdo do tempo de reacéo.
Também para ajudar na analise dos resultados realizou-se o célculo da média aritmética para
todos os pontos coletados. Os calculos detalhados para determinacdo do rendimento em
ésteres etilicos sdo apresentados no Apéndice A, juntamente com um cromatograma

ilustrativo.

4.1 Dificuldades encontradas
Por ser uma pesquisa inovadora e promissora no ramo da transesterificacdo de 0leos
vegetais em um reator de leito expandido em modo continuo, enfrentou-se empecilhos em
encontrar embasamento literario (teorico e pratico) relacionados aos procedimentos
necessarios para executar as reacdes e para realizar as comparacgdes dos resultados.
Entretanto, por ser uma pesquisa promissora, inovadora bem como inédita no ramo
académico, as dificuldades relevantes observadas e encontradas foram as seguintes:

e As dimensdes e configuracdo do reator utilizado neste trabalho (apresentado no
capitulo anterior) foram adaptadas a partir da coluna de extracdo de outro projeto
desenvolvido nesta universidade. Por sua vez, a enzima depositada em seu interior era
carregada pela mistura provocando a obstrucdo do sistema, impedindo a realizacdo do
experimento. Dessa maneira, para solucionar esse problema, foi desenvolvido o aparato
nomeado de Condutor de Produto (CP), Figura 3.3, que impedia o arraste do catalisador.

e Com o0 deposito da enzima através da extremidade superior, ocorria o
alojamento da mesma na entrada do reator (ER), que dificultava a passagem da alimentacéo.

Dessa forma, por procedimento analogo ao item anterior, foi introduzida a tela (TE), Figura
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3.3, na parte inferior do reator. Com intuito de aumentar essa eficiéncia, foi colocado um
chumaco de algoddo na parte inferior da TE.
e Por ser um reator com volume elevado necessitando de grande quantidade de

solvente pressurizado, houve a necessidade de instalar outra bomba seringa (BS).

Dessa forma, os problemas apresentados durante os experimentos ndo permitiram a
execucdo das reacdes por completo, sendo necessarios 0s seus devidos reparos. Em seguida,
para verificar a veracidade dos resultados fornecidos pela unidade experimental investigada,
realizou-se a reprodutibilidade do sistema.

4.2 Reprodutibilidade do sistema

A reprodutibilidade é um dos mais importantes principios do método cientifico e se
refere a capacidade de um teste ou experiéncia ser fielmente reproduzidos ou replicados, por
alguém que esteja trabalhando de forma independente (www.wikipedia.org).

Os resultados de um experimento realizado por um pesquisador ou grupo de
pesquisadores sdo geralmente avaliados por outros pesquisadores independentes que queiram
repetir a mesma experiéncia, baseada na descricdo original do experimento (www.
wikipedia.org).

A repetibilidade, neste contexto, é também relevante visando atestar a qualidade dos
dados, a confiabilidade no aparato e procedimentos utilizados. Dessa forma, realizou-se a
reacdo em triplicata nas seguintes condicdes: temperatura de 70°C, pressdo de 148,22 bar, 30
gramas de enzima, razdo molar dleo:etanol de 1:9 e razdo massica substrato:solvente de 1:2.

Os resultados obtidos nesta etapa sdo apresentados na Figura 4.1, onde é possivel
observar uma reprodutibilidade satisfatdria dos dados obtidos. Do ponto de vista operacional,
o sistema montado e testado apresentou praticidade na montagem e desmontagem, na adi¢do
de enzima, manutencdo/estabilidade da vazdo, estabilidade da temperatura e pressdo no
sistema. Entretanto, pelo fato de o reator possuir um elevado volume interno, 0 mesmo
necessitou de grandes quantidades de solvente e enzima, sendo assim, as faixas das variaveis

estudadas tiveram de ser pequenas.
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Figura 4.1 - Avaliacdo do sistema em triplicata de experimentos sobre rendimento em ésteres

etilicos utilizando diéxido de carbono como solvente nas seguintes condicgdes:

temperatura de 70°C, pressdo de 148,22 bar, 30 g de enzima, razdo molar

Oleo:etanol 1:9 e razdo massica substrato:solvente de 1:2.

4.3 Efeito das variaveis de processo sobre a transesterificacdo enzimatica de
6leo de soja e etanol em CO, supercritico

A transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja e etanol foi realizada com objetivo de
alcancar o maximo percentual em rendimento em ésteres etilicos. Dessa forma, os efeitos da
pressdo, razdo molar alcool:6leo vegetal, quantidade de enzima e razdo massica

substrato:solvente foram avaliados e determinados neste trabalho.
4.3.1 Efeito da pressao

A pressao (densidade) e a temperatura sdo os dois fatores mais importantes quando um

fluido supercritico € utilizado como solvente. Entre eles, a pressdao tem um grande impacto
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sobre as propriedades dos fluidos supercriticos, tais como a densidade e a intensidade da
ligacdo de hidrogénio (HE et al., 2007).

Os experimentos realizados para o estudo do efeito da pressao foram variados de 100,
148,22 e 200 bar e razdo massica substrato:solvente de 1:2 a 1:3, mantendo as seguintes
condicBes: razdo molar 6leo:etanol de 1:9, 30 g de enzima e temperatura de 70°C (Figura 4.2).
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Figura 4.2 - Efeito da pressdo sobre o rendimento em ésteres etilicos de 6leo de soja em CO,
pressurizado utilizando a lipase Novozym 435. CondicBes experimentais fixas:

Razdo molar dleo:etanol de 1:9, 30 g de enzima e temperatura de 70°C.

Observa-se, na Figura 4.2, que a pressdo de 200 bar conduziu os rendimentos em
ésteres com 89,51%, 94,77% e 90,41%, respectivamente, aos trés primeiros pontos de coletas,
tornando a técnica bastante atraente do ponto de vista tecnoldgico. Além disso, 0s
rendimentos de ésteres etilicos obtidos em 148,22 bar apresentaram producdo consideravel,
como pode ser observado em 30 minutos de reagdo, com rendimento em ésteres etilicos de

aproximadamente 64,88%.
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O efeito da pressdo sobre o sistema de transesterificacdo de 6leo de soja usando
metanol supercritico a 280°C em um reator tubular continuo foi relatado por He et al. (2007a).
O efeito da referida variavel empregando metanol supercritico foi investigado em uma razéo
molar de 6leo:metanol de 1:42, com tempo total de reagdo de 30 min. As experiéncias
mostraram que a pressao afeta significativamente no rendimento na faixa de pressao que vai
da pressdo ambiente até 250 bar. Na faixa de pressdo abaixo de 155 bar, a pressdo teve um
impacto consideravel sobre o rendimento da reacdo. Para a pressdo de 87 bar, o rendimento
em ésteres metilicos de 6leo de soja era apenas de 56,1%. Quando a pressao foi aumentada
para 155 bar, o rendimento em ésteres aumentou para 81,7%. De 155 a 250 bar, a influéncia
da presséo sobre o rendimento foi menor, o rendimento aumentou cerca de 9%. Acima de 250
bar, a influéncia da pressdo na produtividade foi insignificante. Quando a pressdo aumentou
de 250 para 360 bar, houve apenas 1% de aumento no rendimento em esteres (HE et al.,
2007a). Em outro relato da literatura (HE et al., 2007b), 0s mesmos autores mostram que, para
0 mesmo tempo de reagcdo e com mesmo solvente, o rendimento em ésteres metilicos de
acidos graxos aumentou de 43% para 77% quando a pressdo variou de 100 para 400 bar. No
entanto, a influéncia da pressédo ndo se tornou significativa a pressdes superiores e 0 aumento
da pressdo ndo melhorou, obviamente, a conversdo em ésteres metilicos de acidos graxos. Em
sua experiéncia, a pressao 6tima foi considerada 350 bar.

Laudani et al. (2007) constatam que a reacéo alcangou rendimento maximo em cerca
de 90% para a pressao de 100 bar na esterificacdo de acidos graxos de cadeia longa com
lipase imobilizada com dioxido de carbono denso em um reator de leito empacotado em
escala de bancada. O aumento da pressdo levou a maior densidade do fluido, melhorando o
poder de diluicdo do fluido. A solubilidade do CO, denso na fase liquida do substrato
aumentou significativamente até 100 bar, as pressdes proximas da pressdo critica do CO, a
fase liquida em uma mistura bifasica continha até 70% mol/mol de CO,. Como a taxa global
da reacdo foi limitada pela difusdo dos substratos do volume liquido através da camada limite
para formar pares de encontro a superficie biocatalisadores, 0s quais subseqlientemente
reagiram para formar produtos. No entanto, as pressfes superiores a esse valor, a conversdo
dos &cidos graxos inicialmente alimentados ao reator diminuiu. Em 300 bar o curso de tempo
de conversdo diminui cerca de 20%, quase sobrepondo os rendimentos da curva em 80 bar,
apesar do fato de que apenas uma fase supercritica esteve presente durante todo o teste. 1sso
deve ser atribuido ao fato de que a pressdes superiores a 100 bar a solubilidade do CO, denso
na fase liquida do substrato alterou ligeiramente e, assim, maior densidade liquida foi

contrabalancada pela diminuicdo da fragdo molar do substrato na fase de enzima, que a
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catalise realizou no lugar. Assim, em 100 bar, o CO, expandido reage com a mistura
apresentando um aumento significativo da sua difusividade e diminuicdo da sua tensdo
superficial e viscosidade, evitando a necessidade de gerar uma Unica fase supercritica.

Em temperaturas mais elevadas, nas proximidades do ponto critico, a densidade do
alcool pode ser facilmente aumentada pelo aumento da pressdo, que também leva ao aumento
da concentracdo volumétrica do alcool. De acordo com a Lei da Acéo das Massas?, a taxa de
reacdo e equilibrio € diretamente proporcional as concentracbes dos reagentes. Por isso,
elevada concentracdo volumétrica do alcool € favoravel para a reacdo de transesterificacao.
Em segundo lugar, a pressao elevada aumenta a solubilidade de triglicerideos, assim, o nivel
de contato/interacdo intermolecular entre o alcool e triglicerideos é incrementado (LEE e
SAKA, 2010).

Neste trabalho, pode-se verificar também que a presséo teve efeito sobre o rendimento
em ésteres etilicos e no comportamento da reagdo, como observa-se atraves do aumento dos
ésteres produzidos para a reagéo realizada a 200 bar. Além disso, durante 0s experimentos em
laboratdrio, notou-se que a vazdo de alimentacdo de CO, sofreu poucas variagdes,
consequentemente, o sistema entrava em estado estaciondrio em menor tempo de reacgdo,
resultando em um comportamento da reacdo mais estavel, ja que com aumento da presséo, o
CO, torna-se mais denso.

De modo geral, o rendimento médio em ésteres etilicos obtidos para 100, 148,22 e 200
bar foram de 34,05%, 55,88% e 84,98%, respectivamente. Afirmando que o efeito da presséo

no sistema foi positivo.

4.3.2 Efeito da quantidade de enzima

As caracteristicas mais desejadas da lipase é a sua capacidade de converter todos 0s
mono, di e triglicerideos, bem como os acidos graxos livres de transesterificacdo, a baixa
inibicdo pelos produtos, elevada atividade, propiciar altos rendimentos em meios ndo aquosos,
curto tempo de reacdo, reutilizacdo da enzima imobilizada, a temperatura e a resisténcia ao
alcool (BAJAJ et al., 2010).

Em vérios trabalhos publicados tém sido relatado que a lipase de Candida antarctica

proporciona rendimentos em ésteres superiores a 95%. Como o custo da lipase contribui

2 O Conceito que descreve o equilibrio quimico em termos quantitativos foi proposto pelos noruegueses Cato
Guldberg e Peter Waage em 1864
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significativamente para o custo total da producdo de biodiesel (TONGBORIBOON et al.,
2010), o estudo do efeito dessa variavel é de grande importancia para minimizar tanto quanto
possivel a quantidade de enzima sem comprometer o rendimento da reacao.

Na etapa anterior os resultados mostraram que a pressdo mais adequada para a reacao
de transesterificacdo enzimatica em CO, supercritico no sistema investigado foi de 200 bar.
Assim, nesta etapa do trabalho, a pressao foi fixada em 200 bar, a razdo molar 6leo:etanol em
1:9, a razdo massica substrato:solvente em 1:1, enquanto a quantidade de enzima foi variada
de 10, 30, 40 e 70 gramas (Figura 4.3).
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Figura 4.3 - Efeito da quantidade de enzima de 10, 30, 40 e 70 g sobre o rendimento em

ésteres etilicos, para a pressdo de 200 bar, razdo massica de 1:1, razdo molar de

1:9 e temperatura de 70°C.

Com o aumento da quantidade de enzima, houve aumento da producdo de ésteres
(Figura 4.3), na faixa entre 10 a 40 gramas. Observa-se que para a quantidade de 10 gramas
de enzima todos os pontos coletados da reacdo apresentaram um rendimento em ésteres
etilicos menores que 20%. Com a utilizacdo de quatro vezes mais a quantidade de enzima
houve uma producdo maxima de 73,63% em 60 minutos, no qual, o0 minimo alcancado foi de

36,86%, para o Ultimo ponto coletado. Também pode-se notar que nos tempos de reagdo em
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90 e 150 minutos, a producdo de ésteres com aplicacdo de 40 gramas de enzima foram de
45,19% e 37,54%, semelhantes ao resultado da reacdo que foi realizada com 30 gramas de
enzima, 45,4% e 38,18%.

Em outra comparacédo, 0 aumento da enzima para 70 gramas ndo apresentou aumento
consideravel na producédo de ésteres. Nota-se que nos tempos de 90, 150 e 180 minutos, houve
uma producgédo de 50,95%, 48,21% e 45,94%, respectivamente, maiores que a producdo de
ésteres para a quantidade de 40 gramas de enzima, que foi de 45,19%, 37,54% e 36,86%.

De modo geral, o rendimento médio em ésteres etilicos foi de 16,14%, 42,21%, 51,34,
50,56% para os respectivos experimentos contendo 10, 30, 40 e 70 gramas. Dessa forma,
indicando que a quantidade de enzima a 40 gramas apresenta melhor condicdo para a
producéo de biodiesel investigada neste trabalho.

Oliveira et al. (2004, 2005b) realizaram testes na producéo 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). Os autores observaram que um dos parametros que afeta de
forma positiva 0 processo de conversdo € a concentracdo de enzima. Para uma maior
concentracdo de enzima, tem-se uma maior disponibilidade dos centros ativos, incrementando
as taxas de reacdo e diminuindo, consequentemente, o tempo de reacdo. Estes aspectos
também foram verificados por Oliveira e Oliveira (2000, 2001), que realizaram reacdes
catalisadas por lipases usando 6leo de palma e de palmiste, fazendo uso de lipases comerciais,
utilizando CO, como solvente em reator pressurizado em modo batelada.

Tongboriboon et al. (2010) realizaram testes na producéo de ésteres etilicos com 6leo
de palma usado cinco lipases imobilizadas (Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas cepacia,
Candida rugosa e Candida antarctica), em um reator continuo livre de solvente. Os autores
relatam, que o aumento da producdo de biodiesel é proporcional ao aumentou da quantidade
de enzima. Contudo, reportam que, a partir de 10% de enzima, essa propor¢do tende a ser
inversa. 1sso, pode ser devido ao aumento do grau de agregacédo, que reduz a taxa de reacdo a
medida que um nimero adicional de quantidade de enzima ndo proporcione efeito positivo ao
sistema reacional.

Maceiras et al. (2009) relataram que o efeito da concentracdo de Novozym 435 a partir
de residuos de 6leos de fritura em metandlise em modo batelada demonstra um aumento
gradual na produgdo de ésteres metilicos com a concentracdo de lipase abaixo de 10%
(%wt/wt 6leo), e uma diminuigdo com concentragdes mais elevadas. Esse resultado sugere a
utilizagdo de uma quantidade de enzima maior que o necessario, onde o volume de liquido é

insuficiente para realizar a reacdo. Além disso, observacgdes visuais durante os ensaios com
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concentracfes de enzima superiores a 10% indicaram que a fase liquida ndo apresentava
volume reacional suficiente para suspender completamente o catalisador solido. Nessas
circunstancias, a resisténcia a transferéncia externa de massa torna-se a etapa limitante para a
transesterificacdo de 6leo, tornando a produgdo em modo continuo mais atraente pelo fato de
diminuir a resisténcia a transferéncia externa de massa.

Portanto, pode-se deduzir que para esse grupo de tratamentos realizado para a razéo
massica solvente:substrato de 1:1, a quantidade de enzima que apresentou efeito positivo para
a producdo de ésteres é de 40 gramas. Assim, optou-se em realizar outro conjunto de
tratamentos nas seguintes condicGes: pressao de 200 bar, razdo molar éleo:etanol de 1:9, razéo
massica substrato:solvente de 1:3, variando a quantidade de enzima de 10, 30 e 40 gramas,
obtendo os resultados mostrados na Figura 4.4.
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Figura 4.4 - Efeito da quantidade de enzima de 10, 30 e 40 g sobre o rendimento em ésteres

etilicos, para a pressdo de 200 bar, razdo massica de 1:3, razdo molar de 1:9 e

temperatura de 70°C

Com relagdo a Figura 4.4, o rendimento em ésteres etilicos em modo continuo
apresentou influéncia com o aumento da quantidade de enzima, como a literatura apresenta

para 0 modo batelada. Assim, a porcentagem de rendimento em ésteres etilicos para o tempo
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de reagcdo de 30 minutos foi de 62,92% para a quantidade de 10 gramas, 69,11% para a
quantidade de 30 gramas e 84,11% para a quantidade de 40 gramas.

Realizando uma comparacdo dos resultados apresentados nas Figuras 4.3 e 4.4,
desconsiderando os pontos de 30 minutos, pode-se fazer as seguintes analogias: para a quantia
de 10 gramas de enzima, ndo houve mudancga na producdo de ésteres etilicos, cujo valor ndo
ultrapassou 20% e obtendo 2,84% para o Ultimo ponto da reacdo; para a quantia de 30 gramas
de enzima, houve uma queda de producdo ficando em torno de 20 a 40%, mas apresentou
20,58% para o ultimo ponto de coleta. Para a quantia de 40 gramas, conversfes acima da faixa
de 40% foram obtidas.

De modo geral, os rendimentos médios em ésteres etilicos dos experimentos com 10,
30 e 40 gramas de enzimas obtiveram 18,62%, 31,52 e 51,96%, respectivamente.

Pode-se, de forma geral, observar que o comportamento das reacGes apresentou
elevada producdo de ésteres etilicos para o tempo de 30 minutos, e em seguida, apresentaram
uma queda abrupta até o instante de 60 minutos, mantendo esse comportamento até o final da
reacao.

Marchetti et al. (2007) relataram em seus testes de esterificacdo direta de acidos
graxos em modo batelada com catalisador sélido a partir do 6leo de fritura e etanol que,
apesar de maior quantidade de catalisador utilizado, a reagdo ocorre em menor tempo, mas
atinge a mesma conversdo em relacdo a outras quantidades.

Trubiano et al. (2007), ao realizarem testes de sintese de biodiesel a partir de etil
oleato em modo batelada, constataram que a conversdo de equilibrio ndo foi afetada pela
quantidade de catalisador, o que sugere que a atividade dos componentes da mistura ndo muda
com o percentual da enzima, mas que antes de atingir as condi¢6es de equilibrio, a taxa de
reacdo inicial aumenta a medida que aumenta a quantidade de enzima. Uma relacdo nao linear
foi estabelecida entre as taxas inicial de reacdo e a porcentagem de enzima no intervalo de
estudo. Um valor ideal de razdo molar inicial foi detectado, o que confirma a existéncia de um
efeito de inibicéo.

Dalla Rosa et al. (2008) constataram em modo batelada, que o aumento da
concentracdo de enzima leva a um aumento na conversao da reacdo, especialmente em tempos
mais curtos, refletindo a enorme disponibilidade de catalisador para substratos no meio
reacional.

Para alcancar maiores taxas de reacdo inicial em modo batelada, elevados niveis de
enzima sdo necessarios. Para o modo continuo, em reatores de leito empacotado, a razéo entre

substrato e enzima € menor do que em reatores em batelada convencional, o que resulta em
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melhor desempenho de reacgdo, tornando atrativo no ambiente industrial (LAUDANI et al.,
2007).

Pode-se constatar a partir dos resultados abordados nesse item com relacdo aos de
outros autores, que o efeito da quantidade de enzima sobre a producdo de ésteres apresenta
semelhanca, ou seja, tanto a reacdo em modo batelada como em modo continuo, como o
estudo presente, apresenta uma quantidade de enzima Otima que proporciona maxima
producdo de ésteres. Também pode-se deduzir que, em modo continuo de leito expandido, o
efeito de aglomeracdo de enzima pode ser amenizado pelo fato do processo ocorrer no sentido
vertical, no qual a passagem dos fluidos (CO,, substrato, alcool) provoca a agitacdo e
homogeneizacdo do meio reacional, impedindo a aglomeracdo da enzima.

Tendo em vista 0s gastos advindos do uso excessivo de enzima, bem como uma
melhor base para analise dos efeitos das demais variaveis para 0s experimentos que seguem
neste estudo, empregou-se a quantia de 40 gramas de Novozym 435 nos experimentos

posteriores.

4.3.3 Efeito da razdo molar oleo:etanol

Outro parametro importante que afeta a producdo de ésteres € a razdo molar de
alcool:6leo vegetal. A estequiometria da reacdo de transesterificacdo requer razdo molar
Oleo:alcool de 1:3 para produzir 3 moles de éster e 1 mol de glicerol, no entanto a reacdo de
transesterificacdo pode ser favorecida pelo deslocamento de seu equilibrio em direcdo a
formacdo dos produtos ésteres pelo aumento da razdo molar de alcool para 6leo. Razbes
molares elevadas resultam em maior producdo de éster em menor tempo (KEERA et al.,
2011).

A razdo molar do substrato (6leo:etanol) foi variada de 1:9, 1:15 e 1:21, com variacao
de enzima de 10 a 40 gramas e razdo massica de 1:1 e 1:3, mantendo a pressdo em 200 bar e a
temperatura em 70°C (Figura 4.5).

Podemos observar na Figura 4.5, que com a variacdo das razdes molares de 1:9, 1:15 e
1:21 apresentaram diferenca para os rendimentos em ésteres etilicos. Os pontos coletados dos
experimentos utilizando 10 gramas de enzima e razdo massica 1:1 obtiveram rendimento
menores que 20%. Mas especificamente para a condicdo com razdo molar de 1:9
(representado pelo triangulo aberto) que obteve rendimento médio de 16,14% quatro vezes
maior que para a razdo molar de 1:21 (representado pela cruz) que foi de 4,32%. Outra

comparacdo que podemos efetuar € para os experimentos contendo 40 gramas de enzima, com
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razdo molar de 1:1 que obtiveram rendimento menor que 20% para todos os pontos coletados.
Para a condicdo com razdo molar de 1:9 obteve-se rendimento médio de 51,33%
(representado pelo losango fechado) comparado para o experimento com razdo molar de 1:15
(representado pelo quadrado aberto) que obteve rendimento médio de 2,67%. Em outra
comparacdo, para o experimento contendo 40 gramas de enzima, razdo massica de 1:3 e razdo
molar de 1:9 obteve-se rendimento maior de 84,11% nos 30 minutos iniciais de reacao
totalizando rendimento médio de 51,97%. Se aumentarmos a razd0 molar para 1:15
(representado pelo circulo aberto), o rendimento é menor que 10% para todos 0s pontos
coletados mais resultando no rendimento médio de 4,17%. Todas essas relacdes evidenciam
que o aumento da razdo molar provoca uma queda na producdo de ésteres, assim,

comprovando que o sistema apresenta uma inibi¢ao para quantidade de alcool superior a 1:9.
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Figura 4.5 - Efeito da razdo molar 6leo:etanol de 1:9; 1:15 e 1:21 sobre o rendimento em

ésteres etilicos, para pressdo de 200 bar e temperatura de 70°C.

Poucos trabalhos séo apresentados na literatura referentes ao efeito do etanol para
reacOes em sistemas pressurizados em modo continuo. Dentre eles, destacam-se os estudos de

Oliveira e Oliveira (2000, 2001), que realizaram reagfes com a Novozym 435 utilizando
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como substrato éleo de palma em modo batelada. Os resultados obtidos pelos autores sugerem
que a variavel estudada afeta positivamente a conversdo do processo, no intervalo investigado
de razdo molar de 1:3 a 1:12, demonstrando ndo haver inibicdo por excesso de alcool. Este
fato pode ser atribuido as caracteristicas hidrofilicas do dioxido de carbono que néo
proporciona boas condi¢cdes de solubilidade as reagdes com &leos vegetais, formando
diferentes fases no sistema reacional, fazendo com o que o &lcool da reagdo permaneca em
parte no meio reacional e em parte disperso no solvente, necessitando assim de grandes
quantidades para desempenhar sua funcao de substrato.

Trubiano et al. (2007) também atribuiram ao efeito de inibicdo causado pelo alcool no
catalisador as menores conversdes obtidas quando excesso de alcool etilico foi utilizado na
sintese de ésteres de acidos graxos (principalmente o acido oléico) atraves da lipase comercial
imobilizada de Candida antarctica em reator em modo batelada em auséncia de solvente.
Primeiramente, quando o &lcool é adicionado ao sistema e devido a sua elevada polaridade,
ele sofre interacGes hidrofilicas com a camada limite aquosas sobre a superficie da lipase,
causando modificacOes da estrutura terciaria das proteinas e, portanto, inibicdo da atividade
da enzima. Por outro lado, o fenbmeno de inibicdo € dado pela formacdo de complexos
binarios entre a enzima livre e o alcool (ou éster), bem como a formacdo de complexos
ternarios inativos entre o acido graxo ou o éster e 0 complexo acido-enzima.

A razdo molar de 6:1 é normalmente utilizada em processo industrial, porque o
rendimento do éster € superior a 98% em peso. No entanto, a alta razdo molar de 0leo
vegetal:alcool interfere na separacdo da glicerina, pois ha um aumento da solubilidade.
Quando a glicerina permanece em solucdo, ajuda a impulsionar o equilibrio no sentido da
reacdo de hidrolise, diminuindo o rendimento em eésteres. A transesterificacdo de 6leo de
Cynara com o etanol foi estudado na razdo molar de 1:3-1:15. O rendimento em éster
aumentou com o uso da razdo molar até 1:12. Os melhores resultados foram para a razéao
molar de 1:9-1:12. Para a razdo molar menor que 1.6, a reacao foi incompleta. Para uma razéo
molar de 1:15 a separacdo da glicerina é dificil e a produtividade aparente do éster diminuiu
porque uma parte do glicerol permanece na fase do biodiesel. Portanto, a razdo molar 1:9
parece ser 0 mais aproximado (MURUGESAN et al., 2009).

Avaliando o efeito da razdo molar éleo:etanol para temperatura de 70°C e pressdo de
200 bar, pode-se notar que a razdo molar 6leo:etanol de 1:9 é a condi¢do mais adequada para
a conducdo da reacdo para producdo enzimtica de biodiesel, para o sistema investigado,

dentro do intervalo de estudo das variaveis.
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Nelson et al. (1996) realizaram a catélise enziméatica com diferentes 6leos vegetais,
alcoois e também diferentes tipos de lipases em n-hexano como solvente, obtendo maior
rendimento com a Lipozyme IM 60. A lipase de M. miehei foi a mais eficiente para converter
triglicerideos em ésteres utilizando alcool primario, ao passo que a lipase de Candida
antarctica foi a mais eficiente utilizando alcool secundario. Conversdes maximas de 94,8—
98,5% foram obtidas para as rea¢gdes com alcoois primarios, como metanol, etanol, propanol,
butanol, isobutanol e 2-butanol na presenca de n-hexano como solvente, sem, no entanto,
avaliar a variacdo da quantidade de alcool no meio reacional.

Oliveira et al. (2010) realizaram testes para producdo de biodiesel por esterificacdo a
partir de dleo de residuos de coco com etanol e metanol, constatando que o efeito do tipo de
alcool (metanol ou etanol) apresenta os mesmos valores de conversédo. Este experimento pode
ser interessante para aplica¢fes industriais, ja que o etanol obtido a partir da biomassa, talvez,
0 que torna renovavel e biodegradavel, onde, como metandlise normalmente obtido a partir

recursos fosseis.

4.3.4 Efeito da razdo massica substrato:solvente

O efeito da razdo massica substrato:solvente nas proporcdes de 1:1 e 1:3 foram
avaliados na pressdo de 200 bar, temperatura de 70°C, razdo molar 6leo:etanol de 1:9 e 1:21 e
quantidade de enzima de 10 e 40 gramas. Tais resultados encontram-se apresentados na
Figura 4.6, onde se observa o efeito de diferentes razGes massicas substrato:solvente no
intervalo definido. A analise dessa figura permite verificar, precisamente nos tempos de 60 e
120 minutos, que os pontos representados em triangulo fechado estdo fora da tendéncia da
reacdo, devido ao sistema apresentar pequenas instabilidades no momento da alimentacéo, ou
seja, ocorriam pequenas variaces na vazdo do fluxo, consequentemente, acarretando
mudancas na razdo massica. De forma geral, os resultados revelam producbes pequenas
qguando o meio reacional é submetido a pequena quantidade de solvente e quantidade de
enzima, mas apresenta elevado rendimento em ésteres etilicos, da ordem de 80%, quando o
meio reacional dispde de uma maior quantidade de CO, e enzima.

A Figura 4.6 aponta que os experimentos com a elevagdo da razdo massica de 1:3
conduzem ao rendimento em ésteres etilicos de 84,11%, para 30 minutos, comparado a
58,19% com razdo massica de 1:1, ambos utilizando 40 gramas de enzima. Em outra
comparacgéo, o experimento utilizando 10 gramas de enzima, o rendimento em ésteres etilico é

de 5,33% com razdo méssica de 1:1 e 12,24% para a razdo massica de 1:3.
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Realizando uma comparacdo através do rendimento médio em ésteres etilicos, para a
reacdo que utilizou 10 gramas de enzima sobre a condigéo de 1:1 foi de 4,32% contra 7,57%
para 0 experimento com condicdo de razdo molar de 1:3. J& para o experimento com 40

gramas de enzima, a condicdo de 1:1 proporcionou um rendimento medio de 51,33%
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comparado com 51,97% para a condicao de 1:3.

Figura 4.6 - Efeito da razdo maéssica substrato:solvente 1:1 e 1:3 sobre o rendimento em

ésteres etilicos para pressdo de 200 bar e temperatura de 70°C.

Conforme atesta a literatura, possivelmente, as interacGes da enzima com os substratos
sdo facilitadas com o excesso de solvente, ou seja, quanto maior a quantidade de solvente
empregada no sistema, mais facilitado sera o contato da enzima com o substrato, promovendo
bom desempenho da enzima no meio reacional (LAUDANI et al. 2007). Dalla Rosa et al.
(2009a), realizaram producdo de biodiesel etilico em modo continuo com uso de propano
como solvente e que esse fato pode ser explicado porque essas intera¢cbes com o solvente
podem afetar a atividade da lipase. Também é possivel que razdes de solvente mais elevadas

auxiliem a remocao de glicerol (subproduto inibidor da reagdo) no reator de leito empacotado,
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evitando que a enzima seja recoberta pelo glicerol. Através desses resultados, pode-se inferir
que o CO; ndo apresenta efeito nocivo a lipase Novozym 435, para esta faixa da variavel
estudada, possivelmente devido a sua caracteristica hidrofdbica, interagindo menos
intensamente com a monocamada de agua necessaria para a ativacdo da enzima.

Para Knez e Habulin (2001), que utilizaram as lipases de Pseudomonas fluorescens,
Rhizopus javanicus, Rhizopus niveus e lipase extraida de pancreas suino em CO, supercritico
e propano a 300 bar, a atividade das enzimas em propano foi maior do que em CO,
supercritico, possivelmente devido as diferentes particdes de dgua no solvente. Comparando
sistemas sem a utilizacdo de solventes com sistemas que utilizam propano como meio de
reacdo, os autores observaram, respectivamente, uma taxa de reacdo 4 (para lipase extraida de
pancreas suino) a 9 (Rhizopus javanicus) vezes maior do que em meios aquosos.

Conforme citado no Capitulo 3, o sistema montado em escala de bancada possui duas
bombas de alta pressdo, totalizando uma capacidade de 1 litro de gas pressurizado,
indisponibilizando, desta forma, a realizacdo de reacbes com razdo méassica maiores que 1:3.

Portanto, como o rendimento médio em ésteres etilicos entre a razdo massica de 1:1 e
1:3 apresentaram pouca diferenga, mas as rea¢des sob a condicdo de 1:3 apresentarem melhor
estabilidade durante a realizacdo dos experimentos optou-se em trabalhar com razdo massica
de 1:3.
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5. CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes

Avaliando a perspectiva da utilizacdo de fluidos pressurizados como solventes para
reacOes enzimaticas de interesse e devido a uma caréncia encontrada na literatura no que se
refere a producdo enzimética de ésteres em modo continuo, um estudo sobre reacdes de
transesterificacdo enzimatica de Oleos vegetais, bem como a influéncia das variaveis do
processo e cinética de reacdo foram realizados neste trabalho.

Para a consecuc¢do das reacGes em meio pressurizado, varios testes foram realizados,
tornando possivel a montagem e utilizacdo do aparato experimental para a reacdo de
transesterificacdo de Gleos vegetais. Comprovando a veracidade dos resultados através da
reprodutibilidade do sistema investigado, que apresentou-se satisfatorio.

O presente estudo produziu resultados relevantes que podem incentivar, auxiliar e até
mesmo serem tomados como base para futuros estudos de pesquisas cientificas no ramo da
transesterificacdo enzimatica em meio pressurizado em modo continuo, em escala laboratorial
para posterior avaliacdo do "scale-up" do processo.

Avaliando-se a cinética do processo e os efeitos das varidveis estabelecidas pelo
estudo, conclui-se que:

e A pressdo de 200 bar apresentou influéncia nas reacées, possivelmente devido
a variacdo da densidade do CO,.

e Arazdo molar 6leo:etanol de 1:9 apresentou melhor resultado para a conversao
da reacdo. A razdo de 1:15 e 1:21 mostraram inibi¢ao por excesso de substrato.

e A razdo massica substrato:solvente de 1:3 foi suficiente para promover
conversao de até 82%, sendo que a quantidade de solvente apresentou
influéncia sobre a reacao.

e A quantidade de enzima em 40 gramas proporcionou um rendimento de

aproximadamente 84,22% em ésteres etilicos para 30 minutos de reacéo.



Capitulo 5 — Conclusdes e Sugestdes

56

5.2 Sugestdes

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, bem como os problemas

observados em laboratorio, as seguintes sugestdes podem ser delineadas:

diminuicdo do volume do reator, assim, favorecendo a utilizagdo de menor
quantidade de enzima e gas pressurizado;

utilizacdo de equipamento que proporcione pressurizacdo de gas de modo
continuo;

emprego de outros solventes, como por exemplo, o propano, e/ou mistura de
solventes pressurizados para a conducdo de reacOes enziméticas de
transesterificacdo de 0leos vegetais;

emprego de diferentes fontes de 6leo (vegetal, animal e de fritura);

investigacdo do comportamento da enzima em tempos mais longos de reacéo;
emprego de outras enzimas, ndo comerciais "home-made”;

aprimoramento e desenvolvimento de técnicas analiticas visando a
caracterizacdo quimica e quantificacdo dos compostos envolvidos;

estudo da viabilidade econdmica da producdo enzimatica de biodiesel em

fluidos pressurizados em modo continuo.
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APENDICE A - ANALISES CROMATOGRAFICAS

Neste capitulo sdo apresentadas as condi¢cGes cromatograficas utilizadas para as
analises cromatogréficas e a metodologia empregada para determinagdo da conversdo da

reagdo em termos de rendimento em ésteres etilicos de acidos graxos.

A.1 Esteres de Acidos Graxos

O método cromatografico utilizado para quantificacdo dos ésteres de &cidos graxos foi
estipulado pela norma EN 14103 (2001). A solugdo era ent&o injetada (1 pL) em duplicata em
um cromatégrafo gasoso (GC) (Shimadzu 2010), equipado com injetor automatico AOC — 20i
e uma coluna capilar RTX — WAX (30m x 0,25 mm x 0,25 um), com as seguintes condi¢cdes
cromatograficas: temperatura inicial da coluna de 120°C, permanecendo por 2 min nessa
condicdo, aumentando - se a temperatura a uma taxa de 10°C/min até 180°C, permanecendo
assim por 2 min, e aumentando novamente a uma taxa de 5°C/min até 230°C permanecendo
por 2 min nessa condicdo. Ar sintetico e nitrogénio eram utilizados como gas de arraste e a

temperatura do injetor e detector eram 250°C e a taxa de split de 1:50.

A.2 Calculos da converséo da reagdo

As amostras foram preparadas apos evaporacdo do etanol conforme apresentado no
capitulo 3. A solucdo preparada em duplicata era entdo injetada no cromatdgrafo gasoso e o
calculo do percentual de ésteres etilicos da amostra era obtido através da Equacdo A.1, com
base na EN 14103 (2001) modificada.

A— API
Esteres(%)z(Z Bl CCPI j*lOO Al

amostra

onde:

> A = Somatorio das areas correspondentes aos picos dos ésteres (C14:0 a C24:0) e do
padrdo interno (C17:0);

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

CPI = Concentragdo do Padrdo Interno na amostra injetada [mg/L];

Camostra = Concentracdo da amostra injetada [mg/L].



Apéndice A — Anélises Cromatograficas 66

Com base na composicdo quimica (Tabela A.1) obtida pela derivatizacdo do 6leo de
soja com BF3/MetOH conforme AOCS (1990), o peso molecular médio do 6leo de soja é de

871,91 g/gmol e 306,9 g/gmol para seus ésteres etilicos.

Tabela A.1 - Composicdo quimica em acidos graxos do 6leo de soja (Marca Soya) utilizado

como substrato

Componente Percentual médio (%)
C16:0 (acido palmitico) 10,08 + 0,08
C18:0 (&cido estearico) 3,80 £ 0,01
C18:1 (acido oléico) 27,70 £ 0,02
C18:2 (acido linoléico) 52,70 £ 0,13
C18:3 (4cido linolénico) 5,00 £ 0,03

Desta forma, com a conversdo completa da reacdo, para cada mol de triglicerideo
reagido, serdo produzidos: 1010,9 g de produtos, dos quais 918,99 séo ésteres e 92¢ € glicerol.
Considerando a estequiometria de uma reacdo com 100% de conversao, cerca de 91%

dos produtos correspondem a mistura de ésteres.

1010,9 g produtos
918,9 g ésteres

100%

v

v
X

X =91%
Considerando 91% da massa de amostra coletada, obtém-se a massa referente ao
rendimento em ésteres tedrico que deveriam estar presentes na amostra se a conversdo da

reacdo atingisse 100%.

massa coletada (g) 100%

v

massa tedrica () > 91% sdo ésteres
Logo, a conversdo em ésteres da reacdo € obtida substituindo a Camestra Na equacgédo A.1

pela Cigorica, deste modo:

D> A-API CPI
APl C

Conversdo em Esteres (%) =[ j*lOO (A2)

tedrica
onde:
Cresrica = Concentracdo da amostra tedrica em ésteres considerando a reacdo completa
[mg/L].
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A seguir é apresentado um exemplo dos resultados obtidos para o experimento com as
seguintes condicOes experimentais: temperatura de 70°C, pressdo de 200 bar, razdo molar
Oleo:etanol de 1:9, razdo méssica solvente:substrato de 1:1 e 30 g de enzima. Primeiramente
na Tabela A.2 s8o apresentados os resultados das anélises cromatogréaficas referentes aos
pontos de coletas em 30, 60, 90, 120, 150 e 180 min, em relacdo as areas obtidas das injecdes

das amostras.

Tabela A.2 - Areas da amostras obtidas pela injecdo em duplicata.

Tempo de coleta M amostra (mg) YA API
268,6 332807,8 111936,0
% 280,0 341605,3 109526,7
265,4 324849,4 121063,2
°0 254,0 330996,6 120589,5
251,6 336670,2 113767,6
%0 261,6 354652,3 118389,9
267,0 377704,3 124913,7
120 272,5 376895,1 123705,0
265,7 313621,1 114910,3
10 268,6 328004,1 119967,8
264,4 363743,5 122035,1
160 258,3 325501,1 116713,3

As amostras foram injetadas na concentracdo de aproximadamente 1000 mg/L, o que
corresponde a uma massa de 0,01 g de amostra em 0,001 L de solucdo. Como apresentado
anteriormente dessa massa total pela estequiometria da reacdo apenas 91% pode ser
considerada como sendo biodiesel (em conversdo completa), ou seja, 0,0091g. Pela area dos
ésteres e do padréo interno em cada amostra e da massa das mesmas apresentadas nas Tabelas
A.2, obtém-se pela equacdo A.2 a conversdo da reacdo. Como a injecdo € realizada em
duplicata, realiza - se a média dos resultados de rendimento em ésteres. A seguir é
apresentado um exemplo de célculo de conversdo para a amostra do ponto de 30 minutos da
Tabela A.2 juntamente com o cromatograma similar (Figura A.1). Na Tabela A.3 estéo
apresentadas as conversdes obtidas em todos os pontos do experimento, apresentados na
Tabela A.2.
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Exemplo: Amostra do ponto de 30 minutos da Tabela A.2.

Amostra M amostra (mg) A API
20 268,6 332807,8 111936,0
280,0 341605,3 109526,7

A massa da amostra era diluida em um baldo de 10 ml com n-heptano
resultando em:
Camostra=26860 mg/L
Em seguida, retirava 50 uL da amostra para colocar no baldo de 1,0 mL.
Cresrica=1343*0,91 = 1222,13 mg/L
Cpi=268 mg/L

Teor em Esteres (%) = (332807’8_111936 268 j*lOO

111936 122213
Teor em Esteres (%) = 43,27(%)

Tabela A.3 — Rendimento em eésteres etilicos das amostras referentes ao experimento em
temperatura de 70°C, pressdo de 200 bar, razdo molar dleo:etanol de 1:9, razéo

massica solvente:substrato de 1:1 e 30 g de enzima.

Rendimento em Média do Rendimento em
Coleta Ciesrica (MQ/L)

Esteres etilicos (%) Esteres etilicos (%)

1343 43,27

30 43,92
1400 44,57
1327 37,35

60 38,90
1270 40,46
1258 45,86

90 45,40
1308 44,93
1335 44,64

120 44,44
1362 44,24
1328 38,33

150 38,18
1343 38,02
1322 44,12

180 42,45

1291 40,79
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Figura A.1 — Cromatograma representativo
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APENDICE B - DETALHES DE PROCESSO
Tabela B.1 — Quadro das vazdes de didxido de carbono supercritico e de substrato.
Presséo (bar) 100 (bar) 148.22 (bar) 200 (bar)
Substrato:Solvente 01:01 01:02 01:03 01:01 01:02 01:03 01:01 01:02 01:03
Vazdo da bomba de liquido (ml/min) Vazao de Solvente na Bomba de Alta Pressdo (ml/min)
1 0,888 1,777 2,665 0,862 1,725 2,587 0,841 1,683 2,524
3 2,665 5,331 7,996 2,587 5,174 7,761 2,524 5,049 7,573
5 4,442 8,884 13,327 4,312 8,623 12,935 4,207 8,415 12,622




