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O objetivo do presente trabalho consistiu na producéo enzimatica de biodiesel
em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em modo batelada e
continuo. Para o modo batelada foi realizado um estudo cinético nos intervalos
de tempo de 15 minutos a 8 horas para determinar o melhor tempo. Apds
realizou-se um delineamento de Plackett & Burman com 12 ensaios,
apresentando ponto central em triplicata, onde foi avaliada a influéncia de cinco
variaveis (temperatura 40 a 80 °C; razdo molar (6leo/etanol) 1:3, 1:6,5 e 1:10;
concentracdo da enzima Novozym 435 de 5 a 40% (m/m em relacdo aos
substratos); poténcia 52,80; 92,40 e 132 Watts e concentracdo de agua de 5%
a 10% (m/m em relacdo aos substratos), mantendo-se fixo o tempo de contato
em 1 hora de reacdo. ApOs observadas as variaveis significativas e néo
significativas realizou-se um delineamento composto central rotacional 22
(DCCR), totalizando 11 experimentos. O tempo total de reacéo foi de 1 hora e
temperaturas de 60, 63, 70, 77 e 80 °C. A condicéo otimizada correspondeu ao
tempo de 1 hora de reacao, razdo molar 1:3, 63 °C, 52,80 Watts e 27% (m/m
em relacdo aos substratos) de concentracdo de enzima, atingindo conversdes

de aproximadamente 85,70% em biodiesel. Apds, realizou-se um estudo
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cinético para confirmar qual a melhor concentracdo de enzima a ser utilizada.
Foi variado o tempo em 15 e 30 minutos e em 1 a 6 horas e a concentragao da
enzima em 10%, 20%, 25%, 30% e 40% (m/m), para analisar em qual
concentracdo de enzima a producéo de ésteres etilicos apresentaria melhores
conversdes. E por fim, o estudo de reuso da enzima Novozym 435 permitiu
verificar que a mesma manteve sua atividade durante dois ciclos, perdendo sua
atividade a partir do terceiro ciclo. Para o modo continuo de producdo de
biodiesel através de reacdo de transesterificacdo verificou-se que a melhor
condicao corresponde a razdo molar (6leo/etanol) 1:3, 61,60 W, com 98,62%
de conversdo em 54 minutos porém ocorre a formacéo e acumulo de glicerol, e
este acaba por inibir o catalisador, a passagem de solvente organico para
possivel remocdo do mesmo nao foi eficiente. Verificou-se que o Oleo de
macauba apresenta um bom potencial para o processo continuo visto que, foi
possivel obter conversdes de 63,75% em 27 minutos sendo que a
convertibilidade maxima do Oleo era de 75,04%. Ja para a reacdo de
esterificacao verificou-se que o ultrassom ndo exerce influéncia, o processo €
relativamente estavel sendo que em 48 h de reacdo a conversdo se manteve
constante em aproximadamente 90% para razdo molar 1:3 (carga &cida/
etanol) e 0 W de poténcia, aumentando a razdo molar para 1:6 e trabalhando
com 61,60 W de poténcia foi possivel em apenas 6 minutos de reacdo uma

conversao de 97,86%.
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The aim of this work was the enzymatic production of biodiesel in solvent-free
system using an ultrasound bath operated in continuous mode. For batch mode
a kinetic study was carried out in intervals of 15 minutes to 8 hours in order
determine the best reaction time. Afterwards, a Plackett & Burman with 12 trials,
with triplicate at central point, was conceived towards evaluating the influence of
five variables (temperature 40-80 °C, molar ratio (oil / ethanol) 1:3, 1:6, 5 and
1:10, Novozym 435 enzyme concentration from 5 to 40% (by weight of
substrate), irradiation power of 52.80, 92.40 and 132 Watts and water
concentration of 5% to 10% (wt% with respect to the substrates), keeping
constant the contact time at 1 hour reaction. After observing the significant
variables a central composite rotational design 2? (DCCR), totaling 11
experiments, was executed. The total reaction time was 1 hour and at 60, 63,
70, 77 and 80 °C. The optimal condition corresponding to 1 hour reaction, molar
ratio 1:3, 63 °C, 52.80 Watts and 27 wit% of enzyme, allowed reaching
conversions of approximately 85.70% in biodiesel. Afterwards, a kinetic study
was carried out to confirm the best enzyme concentration to be used. In this
case, reaction time varied from 15, 30 min, 1 to 6 hours and the enzyme
concentration at 10, 20, 25, 30 and 40 wt% to find out the enzyme concentration

to give the highest ethyl esters yield. Finally, a study concerning the enzyme



reuse (Novozym 435) showed that it maintained its activity for two rounds, with
enzyme activity losses after the third cycle. Continuous mode operation for
biodiesel production via transesterification reaction was found that the best
condition corresponds to the molar ratio (oil: ethanol) 1:3, 61.60 W, 98.62%
conversion in 54 minutes but formation and accumulation of glycerol occurs,
that can inhibit the catalyst while solvent passing to the packed-bed reactor was
not efficient. It was found that the macauba oil has a good potential for the
continuous process since it was possible to obtain conversions of 63.75% in 27
minutes and the maximum convertibility of the oil was 75.04%. For the
esterification reaction it was found that ultrasound did not influence the process.
Furthermore it was verified that the reaction system relatively stable up to 48 h,
with reaction conversion nearly constant at approximately 90% molar ratio of
1:3 (acid load / ethanol) and 0 W of power, increasing the molar ratio to 1:6 and
working with 0 W and 61.60 W of power it was possible to reach in only 6

minutes a conversion as high as 97.86%.
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Capitulo 1 - Introdugéo

1. INTRODUCAO

As lipases (triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo classificadas
como hidrolases e atuam sobre ligacdes ésteres presentes em acilglicerais,
liberando &cidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de
esterases (DALLA-VECCHIA, 2004). Sao geralmente biocatalisadores eficazes
devido a elevada atividade especifica pelo substrato, baixo impacto ao
ambiente, grupo funcional e estereoseletividade. Ademais, sabe-se que as
reagdes quimicas podem ser conduzidas diretamente usando lipases em meio
organico (OLIVEIRA et al., 2006).

As pesquisas tém sido voltadas para utilizacdo das lipases na
transesterificacdo de moléculas de acidos graxos de elevada massa molecular.
A lipase catalisa a reacdo do alcool com éleos vegetais e gordura animal (LEE
et al., 2002). Os catalisadores enzimaticos como as lipases, podem catalisar
eficazmente o processo de transesterificacdo dos triglicerideos nos sistemas
aquosos ou hdo aquosos, superando os problemas relacionados ao contetudo
de agua presente. Em particular, o subproduto glicerol, pode facilmente ser
removido sem nenhum processo complexo, e também os acidos graxos livres
contidos nos Oleos e nas gorduras podem completamente ser convertidos a
ésteres (MEHER et al., 2006).

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

A transesterificacdo, também conhecida como alcoodlise, acarreta na
diminuicdo da viscosidade do 6leo vegetal e, assim, melhora o desempenho do

mesmo em motores movidos a diesel. Atualmente, o biodiesel é obtido através
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de reacdes de transesterificacdo, onde um triacilglicerol reage com um alcool
de cadeia curta na presenca de um catalisador (enzimatico, acido forte ou
base), produzindo uma mistura de ésteres e glicerol. Com relacdo aos
catalisadores, a transesterificacdo pode ser realizada tanto em meio acido
quanto em meio bésico, porém, ela ocorre de maneira mais rapida na presenca
de um catalisador alcalino do que na presengca da mesma quantidade de
catalisador acido, observando-se maior rendimento e seletividade. Também
pode ser realizada em meio enzimatico, e sem a presenca de catalisadores, em
reacoes a altas pressodes e temperaturas (SCHUCHARDTA et al., 1998).

A catalise enzimatica emprega enzimas como biocatalisadores efetivos
por ter alta especificidade ao substrato, grupo funcional especifico e estéreo
especificidade em meio aquoso (MAMURO et al., 2001). A maior parte das
pesquisas sobre a transesterificacdo de 0Oleos vegetais, para a obtencao de
biodiesel, utiliza a enzima comercial pura, em diversos meios reacionais
(solventes, presenca de aditivos, solucbes polares-ions, fluidos supercriticos)
ou fazendo uso da imobilizacdo enzimética em suportes (Celite e polimeros,
principalmente) (DU et al., 2004). A transesterificagdo enzimatica propicia
temperaturas amenas de operacao, facilidade de separacdo do glicerol gerado
como subproduto e a purificagdo dos ésteres produzidos € facilmente realizada
(FUKUDA et al., 2001).

Tem sido relatado que o ultrassom exerce um efeito significativo sobre
a transesterificacdo enzimatica. A irradiacdo por ultrassom vem sendo
estudada para producéo de biodiesel utilizando enzimas, como a Novozym 435
(SINISTERRA, 1992; YU et al., 2010; LIN et al., 1995), bem como o uso de
catalisadores acidos ou basicos (DESHMANE et al., 2009; MAHAMUNI et al.,
2009). Esta irradiacdo pode ser um método alternativo para reduzir as
limitacbes da transferéncia de massa substrato-enzima, assim como pode
proporcionar mudancas conformacionais na estrutura de proteinas (LIU et al.,
2008).

O processo de producao de biodiesel utilizando ultrassom apresenta-se
como alternativa ao processo convencional de producdo, uma vez que as

cavitagcdes (formacédo, aumento e implosédo de bolhas no meio reacional)
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geradas pelo ultrassom aumentam a miscibilidade entre o0s reagentes,
fornecem energia necessaria para a reacao, reduzem o tempo de reagédo e a
guantidade de reagentes, e aumentam o rendimento e a seletividade da reacao
(YU et al., 2010).

Portanto, com o auxilio do ultrassom as reacgbes tornam-se mais
rapidas, com maiores taxas de conversdo, dispensando assim maiores
quantidades de catalisador, o que por sua vez implica na minimizacdo da
formacdo de sabdo. Menores quantidades de sabdo no processo implicam em
menores gastos na purificacdo do biodiesel. No caso da esterificacdo, usar
menores quantidades de catalisador constitui facilidades na neutralizagédo, uma
vez que h& pouco catalisador a ser neutralizado.

A principal razdo para as baixas taxas nas reacbes de
transesterificacdo sdo as limitagdes na transferéncia de massa uma vez que 0
acido graxo e imiscivel ao alcool e forma duas fases no sistema. O aumento da
taxa da reacdo quimica € resultado de cavitacdo nas condicbes de intensa
turbuléncia e correntes de circulacédo de liquidos (KELKAR et al., 2008).

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

As ondas de ultrassom podem interferir nas caracteristicas da enzima,
alterando sua estrutura em resposta a perturbacao dindmica provocada pelo
ultrassom. Tém sido relatados resultados contraditérios de inativacdo e
ativacdo da enzima apos serem submetidas ao ultrassom. Diferente da
tradicional inativagdo das enzimas em temperaturas elevadas, o processo de
sonicagdo ndo destroi o sitio ativo das enzimas. Esta constatagdo tem sido
claramente demonstrada com a-amilase, peroxidase de raiz forte, lacase e
fosfatase alcalina (OZBEK; O ULGEN, 2000; BASTO et al., 2007).
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Além disso, forcas de cisalhamento que ocorrem no fluido durante a
irradiacéo do ultrassom também podem ter um papel significativo na inativacédo
da enzima (OZBEK; O ULGEN, 2000).

A literatura relata diversos trabalhos sobre a producédo de biodiesel em
ultrassom (LIU et al., 2008; BABICZ et al., 2010; THANH et al., 2010; KUMAR
et al., 2011; KUMAR et al., 2010; HINGU et al.,, 2010; ZHANG et al., 2009;
MOOTABADI et al., 2010; STAVARACHE et al., 2005; STAVARACHE et al.,
2006; MAHAMUNI; ADEWUYI 2009; STAVARACHE et al, 2007a;
STAVARACHE et al., 2007b; CINTAS et al., 2010; WU et al., 2007; SANTOS et
al., 2010) demostrando que o sistema reacional tem grande influéncia na
sintese enzimatica.

Reacdes catalisadas por enzimas em sistema livre de solvente
organico e sob a acdo do ultrassom, apesar de sua relevancia cientifica e
industrial, ainda sdo consideradas uma tecnologia nova, uma vez que poucos
estudos sobre esse assunto sdo encontrados na literatura. O Unico trabalho
encontrado até o momento versando sobre a producado de biodiesel enzimética
em sistema livre de solvente em ultrassom é de autoria de Kumar et al., (2011).
Os autores relatam a transesterificacdo enzimatica de 6leo de pinhdo manso
usando a lipase de Enterobacter aerogenes. Os autores obtiveram para a
condicdo otimizada de producao de biodiesel, razdo molar de 1:4 de 6leo para
metanol, concentracdo de enzima de 5%, tempo de reacdo de 30 min, e
poténcia de ultrassom de 100 W/m?, conversdes de 84,5 + 0,5%. Os autores
utilizaram metanol como substrato. Nenhum trabalho foi encontrado neste
assunto usando etanol como substrato em sistema livre de solvente. Batistella
et al.,, (2012) relataram a transesterificacdo de Oleo de soja com etanol
utilizando duas lipases comerciais imobilizadas sob a influéncia da irradiagéo
ultrassonica e solvente organico. Os resultados mostraram que rendimentos
elevados (~ 90%, m/m) foram obtidos com poténcia branda de irradiacéo de (~
100 W) e temperatura (60 °C), em um tempo de reacao relativamente curto, 4
h, utilizando Lipozyme IM RM como catalisador e 40 mL de n-hexano como

solvente.
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Com base nos aspectos expostos anteriormente, este trabalho visa
explorar o potencial da técnica de ultrassom para a producdo enzimatica de
biodiesel em sistema livre de solvente organico, por meio da reacdo de
transesterificacdo do 6leo de soja e etanol, utilizando como catalisador a lipase

comercial imobilizada Novozym 435.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho consiste na producdo enzimatica

de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom em modo

batelada e continuo.

2.2 OBEJTIVOS ESPECIFICOS

Com base no objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram

delineados:

Producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em

banho de ultrassom em modo batelada:

<\

Estudo da influéncia do ultrassom na enzima Novozym 435;
Estudo da influéncia do ultrassom sobre o 6leo de soja;

Estudo cinético prévio para definicdo do tempo de reacdo a ser
utilizado nas etapas posteriores;

Determinagdo da influéncia das varidveis do processo
(temperatura, concentracdo de enzima e de agua, razdo molar
Oleo/etanol, poténcia de irradiacdo) na producdo de ésteres

etilicos;

Otimizacdo do processo de producé@o enzimatica de biodiesel em

sistema livre de solvente em banho de ultrassom;

Estudo cinético para avaliacdo do efeito das variaveis relevantes
(significativas) no rendimento do processo utilizando a condicao

experimental otimizada na etapa anterior;

Estudo da reutilizacdo da lipase imobilizada comercial Novozym
435 em sucessivos ciclos na condicdo experimental otimizada

anteriormente, correspondente ao maior rendimento em biodiesel.
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Producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em

banho de ultrassom em modo continuo:

v' Estudo da producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de
solvente organico em modo continuo em banho de ultrassom;

v Avaliagdo da influéncia das variaveis de processo (razdo molar
Oleo/etanol, temperatura e tempo de reacdo) no rendimento da
reacao;

v' Estudo da producdo de biodiesel enziméatico em diferentes
configuracdes de reator;

v' Avaliacdo da passagem de solvente organico para limpeza do
reator e verificar a producéo de glicerol;

v Estudo da produgdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de
solvente em modo continuo e banho de ultrassom utilizando um
acido graxo através de reacao de esterificacao;

v' Estudo da estabilidade do processo de producao de biodiesel por
esterificacéo;

v Investigacdo exploratéria da eficiéncia do processo com o uso de
uma enzima de menor custo, com vistas a viabilidade econémica

do processo.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo seré apresentada uma breve revisdo sobre o estado da
arte no que concerne a producdo enzimatica de biodiesel, iniciando-se pelo
histérico da insercdo dos biocombustiveis no mundo, principalmente a
produgcdo de biodiesel, analisando seus aspectos econOmicos, ambientais,
sociais e tecnoldégicos. Na sequéncia, apresentam-se as principais rotas de
obtencdo de biodiesel. Com base no exposto anteriormente, levando em
consideracdo os objetivos delineados para este trabalho, énfase especial sera
dada ao sistema de producdo enzimatica de biodiesel em sistema de
ultrassom. Resultados da literatura concernentes a etapa ja realizada desta

pesquisa apresentam especial destaque.

3.1. OS BIOCOMBUSTIVEIS NO BRASIL

A ideia de aproveitar os Oleos vegetais como matéria-prima para
combustiveis ndo € nova, sendo que as primeiras experiéncias com motores de
combustdo por compressdo foram conduzidas com Oleo de amendoim. A
utilizacdo de Oleos vegetais como combustivel estd relacionada com a
invencdo do motor a diesel, pelo engenheiro francés de origem alema Rudolph
Christian Carl Diesel (1858-1913), no final do século XIX. Suas primeiras
experiéncias foram realizadas com 6leo de amendoim (cultura difundida nas
colonias francesas na Africa), onde foi apresentado pelo préprio Rudolph Diesel
na Exposi¢cdo Universal de Paris um prot6tipo de motor por compressdo. No
entanto, a abundancia da oferta de petrleo e o seu preco acessivel,
determinaram que, nos anos seguintes, os derivados do petroleo fossem os
combustiveis preferidos, reservando os 6leos vegetais para outros usos.

Em 1937, o cientista belga G. Chavenne descobriu e patenteou o
processo de transesterificacdo, o qual diminuia a viscosidade do 6leo vegetal e
melhorava seu processo de combustéo no interior do motor (KNOTHE, 2001).

Assim, o nome “biodiesel’” foi dado ao 6leo vegetal transesterificado para
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descrever seu uso como combustivel em motores do ciclo diesel (CERBIO,
2006).

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

A crise do petréleo iniciada no final de 1973 afetou todos os paises
importadores de petroleo, principalmente agueles em desenvolvimento, como o
Brasil. Essa crise causou uma necessidade em se obter fontes alternativas de
energia. Uma das alternativas colocadas em questdo foi a utilizacdo de o6leo
vegetal ao invés de oleo diesel. Varias universidades brasileiras se dedicaram
a estudar a producdo de combustiveis substitutivos do diesel, que
aproveitassem diversas matérias-primas de origem vegetal. No Brasil, a
transesterificacdo foi estudada pela primeira vez na Universidade Federal do
Ceara (UFCE), em 1979, que pesquisou um novo processo com base na
biomassa para encontrar fontes alternativas de energia. As experiéncias
acabaram revelando um novo combustivel originario de 6leos vegetais e com
propriedades semelhantes as do 6leo diesel fossil, o biodiesel (PARENTE,
2003).

No entanto, a prioridade politica foi concedida naquele momento ao
Programa Nacional do Alcool (PROALCOOL), que teve seu auge em meados
da década de 80. O Programa Nacional do Alcool tornou realidade a
substituicdo da gasolina pelo alcool combustivel. Os testes realizados com
diferentes propor¢Ges de mistura de biodiesel no diesel combustivel mostraram
resultados técnicos viaveis. Porém, a reducao do preco do petréleo e o elevado
custo de producédo em relagcédo ao diesel paralisaram o avanc¢o do uso comercial
do biodiesel no Brasil e no mundo. Atualmente, os problemas ligados a

disponibilidade do petrdleo com pregcos acessiveis e aos seus impactos no
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meio-ambiente reavivaram essa discussdao em todo o mundo (OSAKI;
BATALHA, 2008).

A influéncia da instabilidade do preco do petrdleo é altamente
perceptivel na politica de biocombustiveis no Brasil. Em 1975, sob efeito do
primeiro choque mundial de petrdleo, o Governo Brasileiro criou o Programa
PROALCOOL. O interesse nacional pelo uso de biodiesel como um
combustivel alternativo também foi despertado, inicialmente por conta de um
choque no preco do petrdleo, no caso o segundo, que aconteceu no inicio da
década de 80.

A rapida subida dos precos do petréleo e as crescentes preocupacdes
ambientais no tocante as emissdes de gases de efeito estufa levaram ao
surgimento do biodiesel como uma alternativa ao 6leo diesel (SHARMA et al.,
2008).

Na segunda metade da década de 80, o preco comecou a cair,
dificultando a sustentabilidade do PROALCOOL e desestimulando o
desenvolvimento de uma politica nacional de biodiesel. No entanto, apesar das
variacdes do preco do petroleo, no dia 6 de dezembro de 2004, o Governo
Federal inseriu o biodiesel na matriz energética brasileira a partir da criacao de
seu marco regulatorio, por meio da Medida Proviséria 214, convertida na Lei
11.097/2005, publicada no Diario Oficial da Unido em 13/01/2005. Conforme
definido nesse marco, autorizou-se a mistura de 2% em volume de biodiesel ao
diesel (B2), desde janeiro de 2005, tornando-a obrigatéria em 2008, quando foi
autorizado o uso de 5% (B5) (Ministério das Minas e Energia, MME, 2004). O
marco regulatorio é constituido por atos legais, em que se definem os
percentuais de mistura do biodiesel ao diesel, a forma de utilizacdo do
combustivel e o regime tributario.

A partir de 1° de julho de 2008, o Oleo diesel comercializado em todo o
Brasil passou a conter, obrigatoriamente, 3% de biodiesel. Esta regra foi
estabelecida pela Resolucdo n°® 2 do Conselho Nacional de Politica Energética
(CNPE), publicada em marco de 2008, que aumentou de 2% para 3% O
percentual obrigatorio de mistura de biodiesel ao oleo diesel (ANP, 2010).
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O biodiesel € um combustivel produzido a partir de éleos vegetais ou
de gorduras animais que deve atender a especificacdo estabelecida pela
Resolucdo ANP n° 07/2008. Desde 1° de janeiro de 2010, o Oleo diesel
comercializado em todo o Brasil contém 5% de biodiesel. Esta regra foi
estabelecida pela Resolugdo n° 6/2009 do Conselho Nacional de Politica
Energética, publicada no Diario Oficial da Unido em 26 de outubro de 2009,
gue aumentou de 4 para 5% o percentual obrigatorio de mistura de biodiesel ao
Oleo diesel. A continua elevacéo do percentual de adicéo de biodiesel ao diesel
demonstra o sucesso do Programa Nacional de Producao e Uso do Biodiesel e
da experiéncia acumulada pelo Brasil na produgéo e no uso em larga escala de
biocombustiveis (ANP, 2010). A Figura 1 mostra a evolucdo energética dos

biocombustiveis no Brasil.

Figura 1: Evolucao energética dos biocombustiveis no Brasil.
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Fonte: ANP, 2010.


http://nxt.anp.gov.br/NXT/gateway.dll/leg/folder_resolucoes/resolucoes_cnpe/2009/rcnpe%206%20-%202009.xml?f=templates$fn=document-frame.htm$3.0$q=$x=$nc=4231
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A venda de diesel B5 — nome da mistura de 0Oleo diesel derivado do
petrdleo e um percentual (5% vl/v, atualmente) de biodiesel — é obrigatoria em
todos os postos que revendem oOleo diesel, sujeitos a fiscalizacdo pela ANP. A
adicdo de até 5% de biodiesel ao diesel de petrdleo foi amplamente testada,
dentro do Programa de Testes coordenado pelo Ministério de Ciéncia e
Tecnologia, que contou com a participacdo da Associacdo Nacional dos
Fabricantes de Veiculos Automotores. Os resultados demonstraram, até o
momento, ndo haver a necessidade de qualquer ajuste ou alteragcdo nos
motores e veiculos que utilizem essa mistura (ANP, 2010).

A experiéncia de utilizagdo do biodiesel no mercado de combustiveis
tem se dado em quatro niveis de concentracao:

- Puro (B100);

- Misturas (B20 — B30);

- Aditivo (B5);

- Aditivo de lubricidade (B2).

Atualmente, o Brasil € o pais com o maior potencial para producdo de
biodiesel, pois possui abundancia em terras cultivaveis e etanol. Os brasileiros
passaram a dar mais valor aos indicios ambientais e passaram a se
conscientizar em relacdo ao aquecimento global, que esta fazendo com que o
tema biocombustivel seja pauta novamente e foco de novos olhares curiosos e
empreendedores (ANP, 2010).

3.2. BIODIESEL

O biodiesel € uma evolucdo na tentativa de substituicdo do 6leo diesel
por biomassa, iniciada pelo aproveitamento de O6leos vegetais in natura.
Biodiesel € um combustivel biodegradavel, renovavel e ambientalmente
correto, obtido através do processo de transesterificacao.

Biodiesel (do grego, bio significa vida, e diesel de Rudolf Diesel) se
refere a um diesel equivalente, combustivel transformado derivado de fontes
biologicas. Quimicamente, o biodiesel € definido como mono-alquil-éster de

acidos graxos de cadeia longa derivada biolipidios renovaveis (DEMIRBAS,
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2008b). Biodiesel é tipicamente produzido através da reacdo de um Oleo
vegetal ou gordura animal com metanol ou etanol, na presenca ou auséncia de
um catalisador, para producdo de ésteres metilicos ou etilicos (biodiesel) e
glicerina (DEMIRBAS, 2002).

O oOleo vegetal sempre foi considerado como uma opgdo para a
substituicdo do 6leo diesel, ja que seu poder calorifico é similar. Porém, os
Oleos vegetais in natura, ndo modificados, quando utilizados em motores de
compressado interna causam problemas sérios. A alta viscosidade, os acidos
graxos livres presentes nos 0Oleos vegetais, bem como a formagdo de goma
devido a oxidacdo e polimerizagdo durante armazenamento e combustéo,
depdsitos de carbono no motor e nos injetores e problemas com lubrificante
sdo exemplos de algumas das dificuldades mais comuns. As altas massas
moleculares e viscosidade, 10 vezes superior a viscosidade do diesel, causam
uma pobre atomizacdo do combustivel o que leva a combustdo incompleta,
baixa volatilidade e aumento da penetracdo do spray de combustivel. Esse
aumento da penetracdo do spray € considerado parcialmente responsavel
pelas dificuldades encontradas com os depositos de carbono e o
espessamento do 6leo lubrificante. O uso prolongado resulta em eventual falha
no motor. Em funcdo destes problemas, surgiu entdo a necessidade de se
modificar os 6leos vegetais com o objetivo de reduzir sua viscosidade e sua
tendéncia a polimerizacdo. Diversos processos foram sugeridos e o biodiesel
foi entdo produzido a partir de diferentes 6leos vegetais e animais
(KARAOSMANOGLU et al., 1996; MUNIYAPPA et al.,, 1996; ENCINAR et al.,
1999; MA e HANNA, 1999; RANESES et al., 1999; ALCANTARA et al., 2000;
FUKUDA et al., 2001; MONYEM e VAN GERPEN, 2001; ENCINAR et al., 2002;
ZHANG et al., 2003; DORADO et al., 2004; KNOTHE, 2005; CAMARGOS da
SILVA, 2005).

A composicéo de alguns acidos graxos de 0Oleos vegetais e gorduras é
listada na Tabela 1. Como pode ser visto nesta tabela, palmitico (16:0) e
estearico (18:0) sdo os dois acidos graxos saturados mais comuns. Da mesma
forma, oleico (18:1) e linoleico (18:2) sdo os acidos graxos insaturados mais
comuns (DEMIRBAS, 2008b).
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Dentre as oleaginosas ja investigadas para a producdo de biodiesel
destacam-se a soja, 0 girassol, a mamona, o milho, a canola, o babacgu, o buriti,
o dendé, o amendoim, entre outras (MA e HANNA, 1999) e estudos recentes
destacam a utilizacdo de pinhdo manso (ACHTEN et al., 2008; BERCHMANS e
HIRATA, 2008). No entanto, a escolha da oleaginosa a ser utilizada deve
considerar o teor em Oleo vegetal, produtividade e adaptagdo territorial
(RAMOS et al., 2003). Observando-se os aspectos tecnolégicos e econémicos,
no ambito nacional cada regido apresenta potencialidade para diferentes tipos
de oleaginosas. Por exemplo, no Estado do Rio Grande do Sul as oleaginosas
potenciais sS40 a mamona, colza/canola, girassol, soja, milho, nabo forrageiro,
entre outras, a palma e o babacu no norte, a soja, o girassol e 0 amendoim nas
regides sudeste e centro-oeste, e a mamona, que além de ser a melhor opcéo
do semiarido nordestino, apresenta-se também como alternativa as demais

regides do pais, conforme apresentado na Figura 2.
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Tabela 1: Composicéo de acidos graxos em 6leos vegetais e gorduras.
Matéria - prima 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3  Outros

Algodéao 28,7 0 0,9 13,0 57,4 0 0
Papola 12,6 0,1 4,0 22,3 60,2 0,5 0
Colza 3,8 0 2,0 62,2 22,2 9,0 0
Acafrao 7,3 0 19 13,6 77,2 0 0
Girassol 6,4 0,1 2,9 17,7 72,9 0 0
Gergelim 13,1 0 3,9 52,8 30,2 0 0
Linho 51 0,3 2,5 18,9 18,1 551 O
Trigo 20,6 1,0 11 16,6 56,0 2,9 1,8
Palma 42,6 0,3 4,4 40,5 10,1 0,2 1,1
Milho 11,8 0 2,0 24,8 61,3 0 0,3
Ricino 11 0 3,1 4,9 1,3 0 89,6
Gordura 23,3 0,1 19,3 424 2,9 0,9 2,9
Soja 11,9 0,3 4,1 23,2 54,2 6,3 0
Amendoim 11,4 0 2,4 48,3 32,0 0,9 4,0
Avela 4,9 0,2 2,6 83,6 8,5 0,2 0
Noz 7,2 0,2 1,9 18,5 56,0 16,2 O
Améndoa 6,5 0,5 1,4 70,7 20,0 0 0,9
Oliva 5,0 0,3 1,6 74,7 17,6 0 0,8
Coco 7,8 0,1 3,0 4,4 0,8 0 65,7

Fonte: Demirbas (2008b).
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Figura 2: Potencialidades brasileiras para producdo e consumo de

combustiveis vegetais.

Atlas do Blodiesel - Potencialidade brasileira para producdo e consumo de combustivels vegetals
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Fonte: BIODIESELBR, 2012.

Conforme foi demonstrado na Tabela 1, os Oleos consistem de uma
mistura de acidos graxos, os quais lhe conferem propriedades fisico-quimicas
peculiares. A Tabela 2 apresenta as propriedades de interesse para a area de
biocombustiveis para alguns 6leos vegetais potenciais para serem empregados
na sintese de biodiesel. A partir desta tabela fica evidente a elevada
viscosidade dos 6leos vegetais quando comparados ao diesel, principalmente a
do 6leo de mamona (ROSSI et al., 2000; LOTERO et al., 2005).

Um fato a ser considerado para baixar custos de fabricacdo e tornar o

biodiesel competitivo, é a utilizagdo de 6leos degomados que apresentam
menor custo que 6leos refinados, além da possibilidade da reciclagem de 6leos
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de fritura na producdo deste biocombustivel (AKGUN e IYSCAN, 2007; SILVA,
2009), no entanto, mudancas no procedimento de reacédo sao frequentemente
necessarias devido a presenca de agua e de acidos graxos livres.

A utilizacdo de biodiesel como combustivel vem apresentando um
potencial promissor no mundo, devido principalmente a reducdo qualitativa e
quantitativa dos niveis de poluicdo ambiental. No entanto, a producdo de
biodiesel requer apoio governamental no sentido de regulamentar e incentivar
seu crescimento industrial. Na Europa a producao de biodiesel ja atinge cerca
de 20 a 25 milhdes de galBes/ano, podendo atingir de 500 milhdes até 1 bilhdo
de galbes/ano, sendo atualmente a Alemanha o maior produtor e consumidor
europeu (GERPEN, 2005).

Tabela 2: Especificacdes de alguns 0leos vegetais in natura e do 6leo diesel —

adaptado de ROSSI et al. (2000).

Caracteristicas

Tipos de Oleos

Mamona Babacu Dendé Soja Pequi Oleo diesel
Poder calorifico (kcal/kg) 8913 9049 8946 9421 9330 10950
Ponto de névoa (°C) 10 26 31 13 26 0
indice de cetano Nd 38 38-40 36-39 38 40
Densidade a 25 °C (g/cm®) 0,9578 0,9153 0,9118 Nd 0,9102 0,8497
Viscosidade a 37,8 °C (cSt) 285 30,3 36,8 36,8 47,0 2,0-43
Destilagcao a 90% (°C) Nd 349 359 370 Nd 338
Teor de cinzas (%) Nd 0,03 0,01 Nd 0,01 0,014
Cor (ASTM) 1,0 0,5 1,0 Nd 2,0 2,0
Residuo de carbono sobre Nd 0,28 0,54 0,54 Nd 0,35

10% do residuo seco (%)
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3.2.1 Aspectos Ambientais

Uma das grandes vantagens do biodiesel é sua adaptabilidade aos
motores do ciclo diesel, diferindo, assim, de outros combustiveis limpos como o
gas natural ou biogas, que requerem adaptacdo dos motores. Sua viabilidade,
do ponto de vista econdmico, estd relacionada a substituicdo das importacdes
e as vantagens ambientais inerentes tais como a reducdo de emissao de
materiais particulados, de dioxido de carbono (CO,), e de didéxido de enxofre
(SO,), os quais sdo gases responsaveis pelo efeito estufa e chuva acida. O
biodiesel € um combustivel que além de ndo conter enxofre, reduz
significativamente as emissdes de hidrocarbonetos aroméaticos policiclicos
(PAH’s) e de aldeidos, cujas emissdes sdo compensadas pelo aumento da
emissao de acroleina, evitando custos com saude publica, e podendo gerar
recursos internacionais no mercado de carbono (DERMIRBAS, 2003;
HOLANDA, 2004; VICENTE et al., 2004).

Em escala global, as mudancas climéticas causadas por emissfes de
diéxido de carbono através da combustdo de carvdo e de petroleo sdo a
principal for¢ca para incentivar a producdo de biocombustiveis. O biodiesel tem
uma viscosidade de 10 a 17% maior do que o 6leo diesel (DEMIRBAS, 2007), e
teores bem menores de enxofre, de monodxido de carbono (CO) e de
aromaticos do que o 6leo diesel (SUBRAMANIAN et al. 2005). A mistura de
biodiesel com diesel confere a este combustivel propriedades lubrificantes,
permitindo a completa dessulfurizacdo do diesel mineral no processo de refino
(VIANNA, 2006). Segundo este autor, uma mistura de biodiesel com diesel

pode diminuir emissdes de varios outros poluentes, além do enxofre (Tabela 3).
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Tabela 3: Reducédo das emissbes em relacao ao diesel.

Tipo de Emisséo B100% B20%
Monoxido de Carbono 0 0
Hidrocarbonetos 56,3 11,0
Particulados 55,4 18,0
Oxidos de Nitrogénio +5,8 +1,2
Ar Toxico 60 90

Nota: B100 se refere a 100% biodiesel e B20 se refere a uma mistura de 20% de

biodiesel com 6leo diesel.
Fonte: VIANNA, 2006.

O biodiesel oferece diversas vantagens ambientais e de seguranca
quando comparado com o diesel. Apresenta um ponto de fulgor muito mais
alto, o que diminui a possibilidade de produzir vapores de ar/combustivel,
possui melhor qualidade de ignicdo, pois apresenta elevado teor de cetanos,
que é um indicador importante na qualidade do combustivel para motores de
compressao interna (KNOTHE, 2005; ZAPPI et al., 2003). Seu armazenamento
e manipulacdo sao, portanto, mais seguros que o do diesel. O biodiesel
também é superior ao diesel no que diz respeito a sua natureza nao toxica e ao
fato de ser biodegradavel. O biodiesel é degradado aproximadamente em 95%
num periodo de 30 dias, causando poucos problemas em caso de
derramamento acidental e para a saude do trabalhador. Por produzir menor
quantidade de gases do efeito estufa por unidade de energia utilizavel e, pela
emissao de CO; ser inferior ao limite fixado pelas plantas que originaram o
combustivel, pode contribuir significativamente para a reducéo do efeito estufa.
O biodiesel apresenta também contetdo praticamente nulo de enxofre
(FUKUDA et al., 2001; BONDIOLI, 2004).
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3.2.2 Aspectos Econdmicos

O uso do biodiesel resulta em beneficios econémicos significativos
para os setores rural e urbano, bem como para a balanca comercial do pais
(KNOTHE, 2006).

Os paises produtores serdo beneficiados com a reducdo da
dependéncia de importacbes de combustiveis fésseis, especialmente para o
setor de transportes. Incentivos em impostos sdo compensados por um retorno
de 60 a 70% através de reducdo na importagcdo e do surgimento de novos
impostos devido a novas atividades industriais. Atividades industriais essas que
também serdo responsaveis pela oferta de novas vagas de emprego
(ENCINAR et al., 1999; LEUNG, 2010; ANTOLIN et al., 2002; VICENTE et al.,
2004).

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

3.2.3. Aspectos Sociais

Nas Regibes Norte e Nordeste o vetor mais importante do Programa é
o componente social, pois, diferentemente do PROALCOOL, a logistica e
formatacdo do Programa de Biodiesel, em todos os seus aspectos, esta sendo
feita com base no parametro social.

E necesséario testar, demonstrar e fomentar os sistemas de produc&o
agricola com base em assentamentos familiares, pois é a partir desta
estratégia produtiva que devera alicercar-se o programa. Um exemplo de
sistema produtivo com base no social foi proposto no Senado Federal,

fundamentado no agronegocio da mamona, alternativa que associa a geracéo
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de renda ao uso de terras de baixo valor aquisitivo, bem como a utilizacdo de
uma cultura xerdfila apropriada para o semi-arido nordestino (OLIVEIRA, 2001).

O biodiesel pode substituir total ou parcialmente o Oleo diesel de
petréleo em motores ciclo diesel automotivos como, por exemplo, caminhdes,
tratores, camionetas, automoveis, ou estacionarios como geradores de
eletricidade e calor (BIODIESEL, 2011). Experiéncias diversas, muitas delas
realizadas na década de 80 do século passado, mostram que ndo sao
necessarias mudancas nos motores, mesmo com a utilizacdo de biodiesel puro
(B100) e muito menos como aditivo, através da mistura em até 5% (B5).

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

Para estimular ainda mais esse processo, o0 Governo Federal langou o
Selo Combustivel Social, um conjunto de medidas especificas visando
estimular a incluséo social da agricultura, nessa importante cadeia produtiva,
conforme Instrucdo Normativa n°® 01, de 05 de julho de 2005. Em 30 de
setembro de 2005, o MDA publicou a Instrucdo Normativa n° 02 para projetos
de biodiesel com perspectivas de consolidarem-se como empreendimentos
aptos ao selo combustivel social. O enquadramento social de projetos ou
empresas produtoras de biodiesel permite acesso a melhores condicbes de
financiamento junto ao BNDES e outras instituicdes financeiras. As industrias
produtoras também terdo direito a desoneracdo de alguns tributos, mas
deverdo garantir a compra da matéria-prima, precos pre-estabelecidos,
oferecendo seguranca aos agricultores familiares. Os agricultores familiares
também terdo acesso a linhas de crédito do Pronaf, por meio dos bancos que
operam com esse Programa, assim como acesso a assisténcia técnica,
fornecido pelas proprias empresas detentoras do Selo Combustivel Social
(BIODIESEL, 2011).


http://pt.wikipedia.org/wiki/%C3%93leo_diesel
http://pt.wikipedia.org/wiki/Petr%C3%B3leo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ciclo_diesel
http://www.biodiesel.gov.br/
http://www.mda.gov.br/saf/index.php?sccid=362
http://www.biodiesel.gov.br/docs/Minuta1.pdf
http://www.biodiesel.gov.br/docs/IN%2002%20proj%20com_social.pdf
http://www.mda.gov.br/saf/index.php?sccid=357
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3.3. PROCESSOS DE OBTENCAO DO BIODIESEL

A aplicacdo direta dos Oleos vegetais nos motores é limitada por
algumas propriedades fisicas dos mesmos, principalmente sua alta
viscosidade, sua baixa volatilidade e seu carater poliinsaturado, que implicam
em alguns problemas nos motores, bem como em uma combustéo incompleta
(ENCINAR, 1999). Visando reduzir a viscosidade dos 0leos vegetais, melhorar
a qualidade de ignicéo e ajustar a densidade especifica, diferentes alternativas
tém sido consideradas, tais como diluigdo, micro-emulsdo com metanol ou
etanol, craqueamento catalitico e reacdo de transesterificacdo com etanol ou
metanol (MA e HANNA, 1999). Porém, os trés processos mais investigados a
fim de sobrepor os problemas encontrados na substituicdo do diesel por 6leos

vegetais sdo a pirdlise, a micro-emulsificacao e a transesterificacao.

3.3.1 Transesterificacao

A transesterificacdo, também conhecida como alcodlise, conduz a
diminuicdo da viscosidade do 6leo vegetal assim como melhora o desempenho
do mesmo em motores movidos a diesel. Atualmente, o biodiesel é obtido
através de reacOes de transesterificacdo entre um Oleo vegetal e um alcool de
cadeia curta na presenca de catalisador. Alcoois de cadeia curta, como o
metanol e etanol, também tém sido utilizados na tentativa de se excluir os
catalisadores da reacédo (MA e HANNA, 1999).

O Brasil apresenta uma vantagem em relacdo aos paises europeus
gue utilizam metanol na producéo do biodiesel, pois utiliza etanol que, além de
apresentar menor toxidez, é proveniente de fontes renovaveis, e € produzido
em larga escala no pais por tecnologia altamente competitiva (MA e HANNA,
1999; FUKUDA et al., 2001; ZHANG et al., 2003; COSTA, 2004).

Com relacdo aos catalisadores, a transesterificacdo pode ser realizada
tanto em meio acido quanto em meio basico, porém, ela ocorre de maneira
mais rapida na presenca de um catalisador alcalino que na presenca da

mesma quantidade de catalisador &cido, observando-se maior rendimento e
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seletividade. Também pode ser realizada em meio enzimatico e sem a
presenca de catalisadores, em reacfes a altas pressdes e temperaturas.

Na reacao de transesterificacdo dos Oleos vegetais, um triacilglicerol
reage com um alcool na presenca de um catalisador (enzimatico, acido forte ou
base), produzindo uma mistura de ésteres e glicerol. A reacdo estequiométrica
exige 1 mol de um triacilglicerol e 3 moles do &lcool, resultando na producéo de
3 moles de ésteres e 1 mol de glicerol, conforme representacdo na Figura 3.
Entretanto, um excesso do alcool é usado para aumentar os rendimentos dos
ésteres. Diversos aspectos, incluindo o tipo de catalisador (enzimético, alcalino
ou acido), razdo molar entre alcool/6leo vegetal, temperatura, pureza dos
reagentes (principalmente indice de agua) e de acidos graxos livres afetam a
taxa de reacdo (SCHUCHARDTA et al., 1998).

Figura 3: Representacdo da reacao de metandlise de triacilglicerois.

H,C— OCOR! ROCOR! HaC—OH

catalisador

HC—OCOR" + 3 ROH

+
ROCOR" + HC—OH

mn +
H2C—OCOR ROCOR™ HoC—OH
triglicerideo alcool mistura de ésteres glicerol
alquilicos

Fonte: TALEBIAN-KIAKALAIEH et al., 2013.

A transesterificacdo € uma reacdo reversivel que ocorre em trés etapas
reacionais com formacdo de produtos intermediarios: diacilgliceréis (DAG) e

monoacilglicerdis (MAG), representadas pela Figura 4.
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Figura 4: Reag0Oes intermediérias da reagéo de alcoolise de triacilglicerais.
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Fonte: TRENTIN, 2010.

O processo de transesterificacdo reduz a massa molecular para
aproximadamente 1/3 em relagdo aos triglicerideos, diminui significativamente
a viscosidade, melhorando a volatilidade. Ap6s a reacdo, os produtos
consistem em uma mistura dos ésteres de acidos graxos, glicerol, alcool,
catalisador e uma porcentagem baixa de tri-, di- e monoglicerideos (PINTO et

al., 2005).

Com relagdo ao alcool a ser utilizado como agente de

transesterificacdo, pode ser utilizado metanol, etanol, propanol ou butanol;
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sendo o metanol e o etanol os mais empregados (MACEDO e MACEDO,
2004).

O biodiesel utilizado em varios paises da Europa e nos Estados Unidos
€ uma mistura de ésteres produzidos pela rota metilica. O metanol geralmente
é obtido de fontes fésseis ndo renovaveis, mas também pode ser obtido por
destilacdo seca da madeira; esta rota, no entanto, produz quantidades
menores. A tecnologia de producéo de biodiesel pela rota metilica € totalmente
dominada, porém, esta rota apresenta a desvantagem de que o metanol &
extremamente toxico, podendo causar cegueira e morte (LIMA, 2004).

A transesterificagdo utilizando o etanol &€ mais trabalhosa, pois 0 uso do
deste alcool, ainda que anidro, implica em problemas na separacédo da glicerina
do meio reacional. Entretanto, o uso de etanol é vantajoso, pois o Brasil, ainda,
€ o maior produtor mundial de etanol sintetizado a partir de cana-de-agucar
(LIMA, 2004). Aléem de ser proveniente de fonte renovavel, a utilizacdo do
etanol resultara& em maiores ganhos no mercado de carbono. Quanto as
dificuldades na separacdo das fases em reacdes que empregam etanol na
sintese do biodiesel, as mesmas podem ser contornadas por ajustes nas
condi¢des reacionais.

De acordo com Akgun e lyscan (2007), dentre os fatores que interferem
no rendimento da reacdo de transesterificacdo, pode-se citar o tipo e
quantidade de catalisador, tempo e temperatura de reacdo, razao molar de
Oleo:alcool, teor de &cidos graxos livres e agua nos substratos, intensidade de
agitacdo, solubilidade entre as fases e natureza do alcool. No entanto, estas
variaveis vao depender necessariamente da metodologia empregada.

Nas reacBes de transesterificacdo alguns parametros precisam ser
considerados, como:

. A quantidade de &cidos graxos livres nos o6leos € um fator

importante na reacdo quando catalisada por NaOH, pois sera maior o

rendimento para a neutralizacdo. O conteudo de agua dos reagentes

deve ser muito baixo, pois pode alterar a rota da reagéo (hidrolise), o

gue aumentaria a viscosidade final do produto, dificultando o processo

de separacao.
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o O efeito da razdo molar entre os reagentes. Altas razdes molares
resultam em elevadas conversfes em ésteres em curtos tempos de
reacdo (MA e HANNA, 1999).
o Os tipos de catalisadores possiveis sdo os acidos (H,.SO4 HCIl e
derivados H,PQ,), basicos (KOH e NaOH) ou enzimaticos (lipases).
Segundo Leung et al.,, (2010) a concentracdo de catalisador pode
afetar o rendimento do produto em biodiesel. O catalisador mais
comumente utilizado para a reacédo € o hidroxido de sédio.
o O efeito do tempo de reacdo. Para sistemas utilizando
catalisadores quimicos, a completa conversdo do sistema é geralmente
atingida em torno de 20 minutos de reacdo. No método enzimatico com
solventes organicos, a reacao atinge conversdo maxima em 5 horas de
reacdo (FACCIO, 2004). Dalla Rosa et al., (2008) obteve converséo
completa em 2 horas de reagao, utilizando enzimas em fluidos
pressurizados.

. O efeito da temperatura € variavel em funcéo dos tipos de 6leos e

do catalisador. Segundo Darnoko e Cheryan (2000) e Leung et al.

(2010), a temperatura Otima para a reacdo utilizando catalisadores

guimicos situa-se préxima a temperatura normal de ebulicdo do alcool

a ser utilizado na reacéo, e ela influencia claramente na reacdo de

producéo de biodiesel. Temperaturas mais elevadas podem diminuir a

viscosidade do 6Oleo e resultar em um aumento da taxa de reacdo e um

tempo de reacdo mais curto. Em relacdo a sistemas enzimaticos, a

temperatura 6tima de operacdo é funcdo da enzima a ser utilizada

como catalisador da reacdo (NASCIMENTO et al., 2004).

A transesterificacdo de 6leos vegetais ou gorduras animais, também
denominada de alcodlise, pode ser conduzida por uma variedade de rotas
tecnoldgicas, em que diferentes tipos de catalisadores podem ser empregados
(RAMOS et al., 2003). O objetivo do processo de transesterificacéo € diminuir a
viscosidade do 6leo (DEMIRBAS, 2008b). Neste sentido, a seguir séo
apresentadas sucintamente algumas dessas rotas tecnoldgicas utilizadas para

a producéo de biodiesel.
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A catalise quimica homogénea (4cida ou béasica) é a técnica mais
utilizada na reacdo de transesterificacdo, pois permite, no caso da catalise
alcalina, a obtencéo de altas conversGes em baixos tempos de reacdo, como
relatam estudos na literatura (FREEDMAN et al., 1986; DARNOKO e
CHERYAN, 2000; FACCIO, 2004; FERRARI et al., 2005; MARTINEZ et al.,
2005; OLIVEIRA et al., 2005; MARTINEZ et al., 2006; LIMA et al., 2007).

Na catalise acida, os acidos utilizados para a transesterificacédo incluem
sulfurico, fosforico, hidroclérico e acidos sulfénicos organicos. Embora a
transesterificagdo por catalise acida seja mais lenta que a alcalina (MA e
HANNA, 1999; SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; BALAT e BALAT, 2010), ela é
melhor quando o Oleo usado tem alta quantidade de acidos graxos livres e
agua, como € o caso de Oleos utlizados para frituras, uma vez que o
catalisador 4cido homogéneo pode promover a simultanea transesterificacdo
do triglicerideo e esterificacdo dos acidos graxos livres para ésteres de acidos
graxos (PINNARAT e SAVAGE, 2008). O rendimento obtido € muito elevado
(99%), sendo necessarias temperaturas elevadas (acima de 100 °C) e mais de
24 horas para alcancar o referido rendimento (KNOTHE et al., 2002; KNOTHE
et al., 2005).

Um grande numero de catalisadores heterogéneos tem sido relatado
na literatura para promover a reacdo de transesterificacdo, tal como
Kawashima et al., (2008), que utilizaram Oxidos para promover a reagdo de
producdo de biodiesel do 6leo de colza; suas atividades cataliticas foram
testadas a 60 °C, com uma relacdo molar metanol:6leo de 6:1 e um tempo de
reacdo de 10 horas. Nestas condi¢cdes, os catalisadores CaTiO3, CaMnOg,
CayFe,0s5, CaZrO; e CaO-CeO, mostraram rendimentos de aproximadamente
90% de ésteres metilicos.

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

Yang e Xie (2007) utilizaram metal alcalino terroso dopado em oxido de

zinco como catalisador heterogéneo para a transesterificagdo do 6leo de soja,
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sendo que a maior atividade catalitica foi obtida com ZnO impregnado com 2,5
mmol de Sr(NOs3)./g, seguido de calcinacdo a 600 °C por 5 horas. A reacgéo de
transesterificacdo foi realizada em refluxo de metanol a 55 °C, razdo molar
Oleo:metanol de 1:12, utilizando 5% de catalisador, obtendo uma conversao de
94,7% em biodiesel. Além disso, quando usado tetrahidrofurano como co-
solvente a converséo alcangou 96,8%.

O uso de catalisadores quimicos heterogéneos na reacdo de alcoolise
de oOleos vegetais diminui as dificuldades de separacdo dos produtos e do
catalisador, ocorrendo a menor geracéo de efluente (SILVA, 2009). A literatura
indica a utilizacdo de diferentes catalisadores acidos e basicos (ANTUNES et
al., 2008; PARK et al., 2008; TRAKARNPRUK et al., 2008), os quais podem ser
reutilizados no processo. No entanto, geralmente a catalise quimica
heterogénea apresenta baixos rendimentos de processo, quando comparada a
catalise basica homogénea.

Na catalise alcalina, as bases empregadas no processo de
transesterificacdo incluem NaOH, KOH, carbonatos e alcéxidos como metdxido
de sodio e butoxido de sédio. Os alcoxidos sdo os catalisadores mais ativos,
conduzindo a rendimentos muito elevados num reduzido tempo de reacédo
(cerca de 30 minutos). No entanto, estes catalisadores sdo desativados pela
agua. A utilizacédo de hidroxido de sédio ou potassio como catalisadores é uma
boa alternativa aos alcoxidos, apesar de serem menos ativos. De fato, é
possivel alcancar as mesmas conversfes, bastando apenas aumentar a
quantidade de catalisador utilizado. No entanto, estes catalisadores
apresentam o inconveniente de produzirem agua na sua reacao com o alcool,
ocasionando a ocorréncia da hidrélise de alguns ésteres, com posterior
saponificacdo dos &cidos graxos livres. A reacdo de saponificagdo ocorre
devido ao consumo parcial do catalisador, reduzindo o rendimento da producéo
de ésteres, além de tornar as etapas de separacao e purificacdo dos produtos
complexa, dificultando a recuperacdo do glicerol devido a formacédo de
emulsdes (PINTO et al., 2005). Isto implica em altos custos de producédo e
energia (KUSDIANA; SAKA, 2001b), devido a restricdo do método ao teor de

agua e 4cidos graxos livres. Na transesterificagdo catalisada por bases o teor
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de 4gua deve ser inferior a 0,06% (m/m) e de acidos graxos livres menor que
0,5% (m/m) (MA e HANNA, 1999; ZHANG et al., 2003).

A transesterificacdo alcalina ocorre aproximadamente 4000 vezes mais
rapida do que a acida e € a mais empregada comercialmente, pois permite a
obtencdo de altas conversdes em baixos tempos de reagdo, como relatam
estudos na literatura (FREEDMAN et al., 1986; NOUREDDINI; ZHU, 1997;
DARNOKO; CHERYAN, 2000; FACCIO, 2004; MARTINEZ, 2005; OLIVEIRA et
al., 2005).

Embora a transesterificagdo quimica, empregando catalise alcalina,
resulte em altas taxas de conversdo de triglicerideos em seus respectivos
ésteres, quando se trata de custos, tempos de reacdo, existem alguns
inconvenientes ou desvantagens (MADRAS et al., 2004):

e Tem altos gastos energéticos;

e A recuperacgédo do glicerol é dificil e demorada;

e Remocao do catalisador é necessaria;

e Requer o tratamento da agua alcalina residual;

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

Visando superar os inconvenientes da transesterificacdo via catalise
alcalina e &cida, Kusdiana e Saka (2001a, b) propuseram a producdo de
biodiesel através da transesterificacdo ndo-catalitica com metanol supercritico.
Os autores verificaram que a conversao da reacdo € 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 reacao requer temperaturas e pressoes
elevadas, que acabam conduzindo a elevados custos iniciais de fabricagéo,
processamento e energia (CAO et al., 2005).

Catalisadores enzimaticos tornaram-se recentemente mais atraente,
uma vez que pode evitar formacdo de sabdo e o processo de purificacdo é
simples de realizar. No entanto, eles sdo frequentemente menos utilizados
comercialmente devido ao maior tempo de reacdo e maior custo (LEUNG et al.,
2010).
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A catéalise enzimatica emprega enzimas como biocatalisadores efetivos
por ter alta especificidade ao substrato, grupo funcional especifico e estéreo
especificidade em meio aquoso (MAMURO et al., 2001). A maior parte das
pesquisas sobre a transesterificacdo de 6leos vegetais, para a obtencédo de
biodiesel, utiliza a enzima comercial pura, em diversos meios reacionais
(solventes, presenca de aditivos, solu¢des polares-ions, fluidos supercriticos)
ou fazendo uso da imobilizacdo enzimética em suportes (celite e polimeros
principalmente) (DU et al., 2004).

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

Misturas dos 6leos de colza foram tratados com preparacfes de varias
lipases imobilizadas na presenca de metanol. A lipase de C. antarctica foi a
mais efetiva em promover a formacdo de ésteres metilicos. Para atingir altos
niveis de conversao, foi necessaria a adicdo de trés equivalentes de metanol.
Porém, esta quantidade de metanol foi incorporada em trés adicbes
consecutivas, porque altos niveis de metanol resultam na desativacdo das
enzimas. Sob estas condi¢cdes, foram obtidas conversdes acima de 97% de
Oleo a ésteres metilicos e por simples decantacdo houve a separacao entre as
fases de ésteres metilicos e de glicerol (SHIMADA et al.,, 1999; WU et al.,
1999).

Lai et al., (2005) estudaram a producéo de ésteres metilicos do 6leo de
farelo de arroz utilizando duas lipases comerciais imobilizadas, a Novozym 435
e MI 60. A enzima Novozym 435 mostrou-se mais eficaz, obtendo converséo
superior a 98% em 6 horas de reagéo, utilizando 5% (m/m) da enzima.

Segundo Balat e Balat (2010), a alcodlise de triglicerideos com uma
lipase € considerada uma das reacdes mais eficazes para a producdo de
biodiesel. Embora processos de transesterificacdo catalisados por enzimas

ainda ndo sdo comercialmente desenvolvidos, novos estudos foram relatados
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na literatura. Esses estudos consistem principalmente na otimizacdo das
condicdes de reacdo (temperatura, solvente, pH, razdo molar alcool/6leo, o tipo
de micro-organismo que produz a enzima, etc) a fim de estabelecer as
caracteristicas adequadas para um processo de producdo industrial. A sintese
de biodiesel utilizando enzimas, tais como de Candida antarctica, Candida
rugosa, Candida sp., Pseudomonas cepacia, Rhizomucor miehei (Lipozyme
RMIM), Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas sp., Pseudomonas
lanuginosus e Thermomyces é bem relatado na literatura (JEONG e PARCK,
2007; SHAO et al., 2008; SHAH e GUPTA, 2007; LUO et al., 2006).

Em relacdo a producdo de biodiesel em sistemas enzimaticos
utilizando solventes pressurizados, menores quantidades de solvente sdo
utilizadas no processo, além da simples separacdo dos mesmos do meio
reacional (OLIVEIRA e OLIVEIRA, 2000 e 2001; DALLA ROSA et al., 2008 e
2009). Altas conversfes em ésteres sao relatadas para ambos os sistemas, no
entanto, requer a utilizacdo de altos percentuais de enzima no meio de reacao
em relacdo a massa dos substratos. Dalla Rosa et al.,, (2008) apresenta a
obtencdo de biodiesel de soja em propano com a enzima comercial Novozym
435. Conversfes completas da reacdo sao relatadas em tempo de reacéo de 6
horas, utilizando 3% e 5% (m/m) de enzima, porém quando visto pelo aspecto
de um menor tempo de reacao, a concentracao de 20% de catalisador torna-se
apreciavel. No emprego de propano pressurizado, a razao solvente:substrato
necessaria para que boas conversdes de ésteres sejam atingidas é de 2:1
conduzindo a conversdes de até 82% em ésteres.

A transesterificacdo enzimatica propicia temperaturas amenas de
operacéo, facilidade de separacdo do glicerol gerado como subproduto e a
purificacdo dos ésteres produzidos é facilmente realizada (FUKUDA et al.,
2001). Porém, a producdo de biodiesel utilizando enzimas ocorre em
velocidade consideravelmente menor que a catalise quimica via rota alcalina.
Isso leva a necessidade do uso de grandes quantidades de catalisadores, o
gue aumenta os custos de producdo (MOREAU, 2008).

Atualmente, varios processos sdo empregados para transesterificacao

de 6leos embora subsistam inefici€ncias consideraveis nos métodos existentes
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que incluem a reducao da seletividade da reacéo, longo tempo de separacéo
entre os produtos. O aquecimento convencional dos reagentes no caso da
transesterificacdo requer maior energia, mais tempo de pré-aquecimento e de
reacao para produzir conversdes superiores a 95% (KANITKAR et al, 2011).
Microondas podem interagir diretamente com uma matriz de amostra por dois
mecanismos: a rotacdo dipolar e conducdo ibnica. Quando exposta a
frequéncias de microondas, dipolos na amostra alinham-se na direcdo de
aplicacdo de campo elétrico. Como o campo elétrico oscila rapidamente, o
dipolo tenta realinhar o campo elétrico através de rotacdo. O calor é gerado
pelas forcas de atrito entre as moléculas polares e aleatoriamente rotativa. Na
conducao ionica, as particulas carregadas dissolvidas oscilam para frente e
para tras sob a influéncia do campo aplicado de microondas. Quando ocorrem
mudancas de direcdo de campo elétrico, os ions maiores dissipam sua energia
cinética na forma de calor. Ambos 0os mecanismos contribuem sobre para o
aguecimento localizado (KAPPE et al., 2009). Assim, a maior vantagem da
sintese de microondas assistida € que as reacfes podem ser realizadas
rapidamente, com eficiéncia e seguranca (KANITKAR et al., 2011).

A transesterificacdo enzimatica de 6leos vegetais pode ser realizada de
forma substancialmente mais ripida e mais economicamente, em reatores
continuo do que em reatores batelada (KOMERS et al., 2010; LEE et al., 2010;
DALLA ROSA et al.,, 2009). Operacdo em batelada é considerada lenta e
trabalhosa, em comparacdo com um processo continuo, que tem vantagens
evidentes: nos custos de producdo e no tempo que podem ser ajustado de
acordo com o nivel de trabalho, e o projeto do equipamento é flexivel em

termos de otimizacdo de qualidade do biodiesel (HALIM et al., 2009).

3.3.2 Esterificacéo

A esterificacdo é o0 processo de obtencdo de um éster a partir da
reacao de um acido organico ou inorganico com um alcool, pela substituicdo de
uma hidroxila (-OH) de um &cido por um radical alcoxila (-OR) do alcool,

havendo eliminacdo de agua.
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A esterificacdo pode ser precedida da hidrolise de uma molécula de
triglicerideo, produzindo-se uma mistura de &acidos graxos, que sdo entédo
esterificados. Pode-se observar que, enquanto na transesterificacdo utilizam-se
trés moléculas de alcool para cada molécula de triglicerideo, a esterificacédo
obedece a uma estequiometria de um mol de alcool para cada mol de &cido
graxo, conforme Figura 5. Outro aspecto a ser notado € que o subproduto da
reacao de esterificacdo é a agua, o que representa uma vantagem ambiental

quando comparado com a reacao de transesterificacdo, que gera glicerol.

Figura 5: Representacéo da reacao de esterificacao.

0 0
4 V4
R=C + —O—R;4—I R w—C +H,0
O =R,

acido + alcool —————® éster +  dgua

Fonte: CONSTANTINO et al., 2004.

De uma forma geral, a reatividade dos alcoois varia segundo o tipo de
alcool em funcdo do processo de desidratacdo, sendo maior nos alcoois
primarios, seguido dos secundarios e depois pelos terciarios. Alcoois terciarios,
por exemplo, tem reatividade muito pequena dada a facil desidratacdo. Outros
problemas encontrados com alcoois estdo relacionados com o impedimento
estérico e a proximidade das hidroxilas. Quanto mais ramificada € a cadeia
carbbnica e mais perto estiverem as hidroxilas no &lcool, o processo sera mais
lento e com menor limite de esterificagédo (LIMA, 2008).

Conforme Patel et al., (2013), a reacédo de esterificagdo € uma reacao
de equilibrio limitado. Visando transpor a limitacdo de equilibrio, a esterificacéo
de acidos graxos livres geralmente é realizada utilizando o alcool em excesso,
a fim de favorecer a reacdo. Os autores ainda estudaram a producédo de
biodiesel por esterificacdo de &cidos graxos livres sobre zircOnia sulfatada, e

avaliaram o efeito de varios parametros da reacdo tais como: concentracdo de
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catalisador, razdo molar de alcool, tempo de reagcdo e temperatura sobre o
desempenho catalitico, para otimizar a condicdes maxima de producdo de
ésteres metilicos, e verificaram que o catalisador é estavel até 600 °C e que o
CS0.%/Zr0O, exibe uma atividade significativa para a producéo de biodiesel por
esterificacdo de acido oléico sob condicbes amenas, com um rendimento de
90%. Seus estudos também revelaram que o catalisador pode ser utilizado
para a producéo de biodiesel a partir de 6leo de cozinha ja utilizado e de 6leo
de Jatropha sem qualquer pré-tratamento. Por isso, o catalisador estudado
pode se utilizado para matérias-primas que sao ricas em acidos graxos livres.

A reacdo de esterificagdo com catélise acida representa uma forma
eficiente de conversdo de acidos carboxilicos livres em seus ésteres
correspondentes (Biodiesel) quando o residuo contém grande concentracao de
acidos graxos livres. Neste caso, ocorre a reacdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular, sem formacdo de carbocéations e a reacdo ocorre em um Unico
estagio e o hidrogénio presente na molécula do acido carboxilico é substituido
pelo grupo CH3CH,™ proveniente do alcool (BARROS et al., 2008).

A viabilidade econOGmica para a producdo de biodiesel pode ser
acentuada quando realizada via esterificacao de diferentes &cidos graxos livres
presentes nas borras acidas oriundas do processo de refino de 6leo vegetais
(GHANDI et al., 1995) e em residuos graxos de outros processos (XEU et al.,
2006).

3.4. ENZIMAS

As enzimas sao importantes componentes do metabolismo de todos os
seres vivos, elas tém a capacidade de promover e acelerar rea¢des quimicas.
Micro-organismos ou substancias com essa propriedade ja eram usados por
populacdes humanas muito antigas para modificar alimentos — fermentar uvas
e fabricar o vinho, ou alterar o leite e produzir queijo, por exemplo. Depois que
pesquisadores desvendaram a atuacdo das enzimas, estas passaram a ser
cada vez mais empregadas, com variadas finalidades, tanto na area de

alimentos, quanto em muitos outros setores.



Capitulo 3 — Revisé&o Bibliogréfica 35

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

Muito da historia da bioquimica refere-se a pesquisa em enzimas. Em
1926, James Sumner’s isolou e cristalizou a primeira enzima, a urease, que
catalisa a hidrolise da uréia em NH3z e CO,. Com exce¢do de um pequeno
grupo de moléculas cataliticas de RNA, todas as enzimas sdo proteinas
(GALVAO, 2004). Pode-se definir a grande maioria das enzimas como sendo
proteinas globulares formadas por residuos de aminoacidos unidos por
ligacdes peptidicas. Sao catalisadores biolégicos que diminuem a energia de
ativacdo, acelerando termodinamicamente uma reacao possivel, sem alterar a
constante de equilibrio e a energia livre de reacdo (ERGINER et al., 2000;
GURSEL et al., 2003; ISIK et al., 2003).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas
como catalisadores para biotransformacdes. S&o catalisadores versateis,
existindo um processo enzimatico equivalente para cada tipo de reacédo
organica (DALLA-VECHIA et al., 2004).

Enzimas sao catalisadores de reacBes quimicas em sistemas
bioldgicos, envolvendo reagdes com substratos. Sdo geralmente de natureza
protéica, altamente especificas e apresentam grande poder catalitico. A
aplicacédo tecnoldgica de enzimas é bastante vantajosa quando comparada aos
processos quimicos por nao necessitar de condi¢cdes de temperatura e pressao
drésticas. Uma das vantagens da producdo microbiana de enzimas é que se
pode utilizar substratos de baixo custo e as mesmas exigirem um tempo
relativamente curto de producdo (MEDEIROS et al.,1999).
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As lipases séo originarias de um grande numero de bactérias, fungos,
plantas e animais, tendo suas propriedades varidveis de acordo com sua
procedéncia (SAXENA et al., 2003).

Atualmente, aproximadamente 4000 enzimas séo conhecidas, e destas
cerca de 200 sdo usadas comercialmente, sendo que a maioria das enzimas €
de origem microbiana (SHARMA et al., 2001).

As enzimas como proteinas biologicamente ativas sdo responsaveis
pela catalise de diversas reacdes. Em uma proteina enziméatica, existe certo
dominio chamado de “sitio ativo” que se liga ao substrato — a molécula
reagente — e diminui a energia do estado de transicdo que leva ao produto
desejado. A ligacdo entre o sitio ativo e o substrato € extremamente especifica:
a molécula precisa ter certas caracteristicas eletronicas e espaciais que
permitam o seu “encaixe” com a proteina, esta relacdo tem sido chamada de
“chave-fechadura”. Como catalisadores biolégicos, as enzimas estdo sujeitas
as mesmas leis termodinamicas e cinéticas dos catalisadores quimicos, isto €,
alteram a velocidade da reacdo, porém nao a reacdao final de equilibrio entre o
substrato e o produto (PRIMO et al., 2007).

A conformacgédo e a estabilidade da estrutura molecular das enzimas €
assegurada por ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, pontes de
dissulfeto, ligacdes ibnicas e forcas de Van der Waals. A atividade catalitica,
bem como a estabilidade e a especificidade da enzima dependem da sua
estrutura tridimensional. Condicbes ambientais, tais como pH, temperatura e
forca ibnica do meio, entre outros, afetam a estrutura da enzima e, em
decorréncia, suas propriedades (LIMA et al., 2001).

O interesse industrial por tecnologias enzimaticas vem aumentando
gradativamente, principalmente nas éareas de engenharia de proteinas e
enzimologia em meios nao convencionais, 0S quais ampliaram
consideravelmente o potencial de aplicagcdo de enzimas como catalisadores em
processos industriais (CASTRO et al., 2004).

Da maioria das enzimas aplicadas industrialmente, aproximadamente
75% sé&o hidrolases, utilizadas na despolimerizacdo de substancias naturais.

Entre as enzimas classificadas como hidrolases, as proteases dominam o
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mercado enzimatico, representando cerca de 40% de todas as enzimas
comercializadas. As proteases sdo empregadas em varios setores como a
industria de alimentos, detergentes, couro e farmacéutica. O segundo grande
grupo de hidrolases com aplicacao industrial € composto pelas carbohidrases,
utilizadas em cervejarias, panificacdo, na industria do amido, téxtil e de papel.
Além destes setores, estas enzimas tém sido utilizadas na fabricacao de racéo
animal, em biotransformacéo de produtos quimicos, em analises diagnosticas e
no tratamento de residuos. Outras classes de enzimas encontram aplicacao
industrial pontual, como a glicose isomerase, as oxidases, glicose oxidase,
colesterol oxidase e algumas enzimas usadas em técnicas de biologia
molecular (SAID; PIETRO, 2004).

3.4.1 Imobilizag&o de enzimas

Em 1916, ocorreu a primeira utilizacdo de enzima imobilizada (inv
ertase em carvao vegetal) por Nelson e Griffin. Em 1960 Katchalski introduziu
0S primeiros suportes Uteis. Em 1978, os processos com enzimas imobilizadas
também tém utilizac&o industrial em larga escala - aminoacilase imobilizada em
DEAE-Sephadex para produgéo L-aminoacidos.

O maior uso de enzimas imobilizadas € na producdo de xaropes de
frutose através da glicose-isomerase imobilizada € realizada em grande escala
nos Estados Unidos.

A imobilizagdo pode ser definida como um movimento nao
independente das células ou enzimas na parte aquosa do sistema, por serem
alojadas dentro ou na superficie do agente imobilizador. A imobilizacao
também é definida como a fixacdo de enzimas ou células vivas em um
ambiente, de maneira que sua atividade catalitica ndo seja afetada
negativamente (CANTARELLI, 1989).

Para que a catalise seja eficiente em um determinado processo, ha
necessidade de proteger as enzimas da interacdo com o solvente, meio no qual
€ realizada a reacdo, pois 0 mesmo poderia provocar a inativacao,

impossibilitando a catalise da reagdo. Frente a este problema, a técnica da
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imobilizacdo é utilizada para fornecer estabilidade as enzimas e facilitar sua
recuperacéo e reutilizagdo (VILLENEUVE et al., 2000).

Enzimas imobilizadas s&o aquelas que estdo confinadas em um
espaco, separadas por barreiras que permitem o contato entre a enzima e o
substrato no meio da reacdo, mas que as tornam pouco solliveis em qualquer
meio (GIRELLI; MATTEI, 2005; PAIVA et al., 2000). As pesquisas sobre esse
assunto intensificaram-se a partir dos anos 60, no sentido de estabelecer
meétodos eficientes de imobilizacdo, quer por meios fisicos ou quimicos
(VITOLO, 2001).

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um
biocatalisador com atividade e estabilidade que ndo sejam afetadas durante o
processo, em comparacao a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada
deverd exibir uma atividade catalitica superior. Além disso, ndo deveréo ocorrer
alteracdes estruturais, bem como modificac6es no sitio ativo. A imobilizacédo
pode inibir ou aumentar a atividade e estabilidade da enzima, porém nao existe
uma regra que prediga a manutencdo destes parametros apds o0 processo de
imobilizagdo (DALLA-VECCHIA et al., 2004).

Embora as enzimas apresentem muitas vantagens em relacdo aos
catalisadores inorganicos, como alta especificidade, condicbes amenas de
reacao, baixo consumo de energia, e maior atividade catalitica, sua utilizacao
em processos industriais tém sido limitada. Isto se deve, principalmente, a
baixa estabilidade operacional, ao elevado custo de obtencéo e a dificuldade
de separacao do produto final, impedindo seu uso em processos continuos.
Com a finalidade de aproveitar as vantagens da catélise enzimatica e superar
as deficiéncias deste processo, tém-se estudado métodos para tornar enzimas
insoliveis ao meio de reacdo, resultando nas técnicas de imobilizacdo
enzimatica (ZANIN; MORAES, 2004; LADERO et al., 2002).

Como as enzimas ndo sao consumidas na rea¢ao, sua acao catalitica é
semelhante aos catalisadores inorganicos. Porém, €& diferente dos
catalisadores sintéticos comuns pela forma amena que realiza a catélise,
geralmente em solu¢des aquosas neutras, temperatura e pressdo ambiente e,

principalmente, com elevado grau de especificidade em relagéo ao substrato. O
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processo de imobilizacdo tem sido bastante estudado para viabilizar o uso de
enzimas industrialmente, permitindo a recuperacdo e o reaproveitamento da
mesma, pois 0 uso da enzima livre é, em varias situacdes, inviavel
economicamente (RIBEIRO, 1989; COUTINHO FILHO, 1996; VICENTE, 2000).

Apesar do grande numero de trabalhos publicados no campo da
imobilizacdo enzimatica, poucos processos sao aplicados em escala industrial.
Tal fato deve-se ao elevado custo dos suportes e reagentes utilizados no
processo de imobilizacéo, baixa eficiéncia de retencéo catalitica da maioria dos
processos, baixa estabilidade operacional de muitas enzimas imobilizadas e
pouca versatilidade em equipamentos de operacdo continua. Além disso, a
pequena demanda do produto normalmente ndo incentiva a producdo em larga
escala (ZANIN; MORAES, 2004).

3.4.2 Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3) sdo enzimas
hidroliticas que in vivo catalisam a hidrolise de triacilgliceréis de cadeia longa
(acima de 10 atomos de carbono), sendo a trioleina o seu substrato padréo,
aos acidos graxos correspondentes e glicerol, constituindo uma classe especial
de carboxil éster hidrolases (DIAZ et al., 2006; JAEGER; EGGERT, 2002).

In vitro, as lipases também atuam como catalisadores em diversas
reacoes, com alta especificidade, estabilidade e condi¢cdes reacionais brandas,
incluindo as reacgdes de esterificacéo, transesterificacéo, lactonizagéo, acilacao
regioseletiva e amindlise, quando a quantidade de agua do sistema em que
estdo presentes é suficientemente baixa a ponto de deslocar o equilibrio
termodinamico no sentido da sintese (FORESTI; FERREIRA 2006; GOTOR et
al., 2002, KRISHNA; KARANTH, 2001).

As lipases tém sido definidas, nos trabalhos mais recentes, como
carboxilesterases, que hidrolisam acilglicer6is com acidos graxos de cadeia
longa, ou seja, com cadeia acila com mais de dez atomos de carbono,
enquanto que as enzimas que hidrolisam acilglicerdis compostos de acidos

graxos de cadeia curta (menos de dez atomos de carbono) sdo reconhecidas
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como as esterases-carboxil éster hidrolases, E.C. 3.1.1.3 (CASTRO-OCHOA et
al., 2005; BORNSCHEUER, 2002; NINI et al.,, 2001; SHARMA et al., 2001;
JAEGER et al., 1999).

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

As lipases sdo dotadas de uma especificidade pelo substrato que
supera todas as outras enzimas conhecidas. Elas podem ser empregadas na
producdo de farmacos, cosméticos, detergentes, alimentos, perfumaria,
diagnoésticos médicos, sintese de compostos opticamente ativos, resolucao de
racematos, producdo de aromas e fragrancias, modificagcbes de gorduras e
tratameto de couros (BON; PEREIRA, 1999; FABER, 1997).

Considerando-se as transformacdes de 6leos e gorduras em derivados
ou matérias-primas industriais, o potencial de aplicacbes de enzimas nesse
segmento ainda ndo esta suficientemente difundido (BON; PEREIRA, 1999).
Segundo alguns trabalhos que fazem parte da literatura, as lipases tém sido
empregadas em processos de extracdo de O6leos, melhoramento das
propriedades fisicas e nutricionais de gorduras por interesterificacao
(MACRAE, 1983; FACIOLI et al., 1998), hidrélise e degomagem de Oleos
vegetais na industria (BON; PEREIRA, 1999).

As lipases pertencem a um grupo especial de esterases, sao
classificadas como hidrolases e atuam sobre ligacbes éster presentes em
acilgliceréis, liberando di- ou monoacilgliceréis, acidos graxos e glicerol. Atuam
sobre substratos pouco sollveis em &agua, em interfaces de lipideo/agua,
hidrolisando, por exemplo, acilgliceréis de cadeia longa (acima de 8 atomos de
carbono) (EREICSSON et al., 2008; COTE; SHARECK, 2008).

As lipases podem catalisar uma ampla variedade de reacdes, incluindo
hidrolise, interesterificacdo, alcodlise, aciddlise, esterificacdo e amindlise.
(DALLA-VECCHIA, 2004).
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3.4.3 Lipases como catalisadores

A hidrdlise de triglicerideos por enzimas vém sendo estudada ha cerca
de 300 anos e a habilidade das lipases em catalisar a hidrélise e também a
sintese de ésteres ja foi reconhecida ha cerca de 70 anos.

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

A vantagem da reacao catalitica enziméatica em comparacdo com o
método convencional é que a reacdo pode ser realizada sob condi¢cdo de
reacdo brandas. Portanto, é mais vantajoso para a producdo de produtos de
alto valor agregado, como para producédo de éster, na industia farmacéutica e
de 6leos quimicos (RAHMAN, et al. 2012).

As enzimas apresentam varias propriedades que as tornam atrativas
como catalisadores para biotransformacfes. Sao catalisadores versateis,
existindo um processo enzimatico equivalente para cada tipo de reacéo
organica (Dalla-Vecchia et al., 2004). Aproximadamente 4000 enzimas sao
conhecidas, e destas cerca de 200 sdo usadas comercialmente, sendo que a
maioria das enzimas € de origem microbiana (SHARMA et al., 2001).

Duas classes de enzimas sdao as mais utilizadas em sintese organica:
as desidrogenases - enzimas que atuam em reacdes de Oxido-reducdo e as
hidrolases - enzimas que atuam em reacdes de hidrélise/esterificacdo (JONES,
1986).

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

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

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

A maioria das lipases apresenta atividade oOtima na faixa de
temperatura de 30 a 40 °'C, embora sua termoestabilidade varie
consideravelmente em fungéo de sua origem (MACRAE; HAMMOND, 1985).
Apresentam massa molecular entre 20 e 60 kDa (CARVALHO et al., 2003).
Usualmente séo ativas em uma ampla faixa de pH, apresentando alta atividade
na faixa de pH 5 a 9, com um maximo situado entre 6 e 8 e ndo requerem
cofator (GHANEM; ABOUL-ENEIN, 2005).

As lipases sdo enzimas que sdo primeiramente responsaveis pela
hidrolise de acilglicerideos. Contudo, um nimero de diferentes ésteres de altas
e baixas massas molares, tiol ésteres, amidas, etc., sdo utilizados como
substratos por este Unico grupo de enzimas. O extenso campo para emprego,
em uma variedade de reacdes, dotado de ampla especificidade do substrato, €
também aumentado pelo fato destas lipases serem capazes de catalisar a
reacdo reversa de sintese, de forma adequada e eficientemente. De fato,
algumas lipases sdo mais desejaveis para aplicacoes de sintese do que
hidrolise (KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998; GANDHI, 1997; YAHYA et
al., 1998).
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As lipases séo originarias de um grande numero de bactérias, fungos,
plantas e animais, tendo suas propriedades varidveis de acordo com sua
procedéncia (SAXENA et al., 2003). As lipases provenientes de micro-
organismos constituem um grupo de valiosas enzimas de aplicacdo
biotecnolégica, devido principalmente a versatilidade de suas propriedades, no
que se refere a atuagcdo enzimatica, especificidade pelo substrato e facilidade
de producdo em grandes quantidades (HASAN et al., 2006; VILLENEUVE et
al., 2000, PALEKAR et al., 2000).

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

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

Em funcdo dessas caracteristicas, as lipases sdo de importancia
particular em biotecnologia com diversas aplicacbes em industrias de

alimentos, téxtil, detergentes bioldgicos, aplicacdes médicas, farmacéuticas,
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agroquimica, oleoquimica e na produgcdo enzimatica de substancias quimicas
lipofilicas. Lipases termoestaveis apresentam um importante papel em
processos industriais cujas temperaturas empregadas excedam 50°C
(SINCHAIKUL et al.,, 2001; SHARMA et al., 2002; DE PAULA et al., 2005;
HASAN et al., 2006).

A utilizacdo de lipases como catalisadores para a obtencdo de
farmacos ou insumos para a industria farmacéutica em sua forma
enantiomérica com elevada pureza O6tica tem merecido destaque. As lipases
sdo enzimas com capacidade de reconhecer moléculas quirais e atuar
seletivamente em um dos isbmeros de uma mistura racémica (HASAN et al.,
2006).

Recentemente, o interesse em pesquisas com lipases, principalmente
de origem microbiana, tem crescido devido ao seu grande potencial
biotecnolégico. Como biocatalisadores, as lipases apresentam algumas
vantagens importantes sobre o0s catalisadores classicos industriais.
Efetivamente, suas caracteristicas de especificidade, regiosseletividade e
enantiosseletividade, permitem a sintese de compostos de alta pureza, com um
namero reduzido de subprodutos e baixa geracdo de residuos. Além disso, 0s
processos enzimaticos requerem procedimentos mais faceis e baratos, que
utilizam temperatura e pressdo ambientes, condicbes que minimizam a
degradacdo de compostos labeis e evitam o0 uso de compostos quimicos com
alto potencial poluente (CASTRO-OCHOA et al.,, 2005; SILVA et al., 2005;
VILLENEUVE et al., 2000). Consequentemente, uma consideravel atencdo vem

sendo dada ao uso das lipases em aplica¢des industriais.

3.5. CATALISE ENZIMATICA EM ULTRASSOM

O ultrassom foi descoberto em 1880 por Curie enquanto estudava o
efeito piezoelétrico e 14 anos depois Thornycroft e Barnaby observaram que,
na propulsdo de misseis, uma fonte de vibragéo era gerada causando implosao
de bolhas e cavidades na agua, fendbmeno que ficou conhecido como

cavitacdo. Entretanto, somente em 1912, quando Langevin desenvolveu o
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SONAR (Sound Navigation And Ranging), um aparelho capaz de medir a
profundidade do mar, que as ondas na frequéncia de ultrassom foram
aplicadas comercialmente. Em 1927, os efeitos destas ondas foram
observados em sistemas quimicos e biologicos e em 1950 os primeiros
aparelhos geradores de ultrassom foram comercializados (MARTINEZ et al.,
2000).

A fonte de energia ultrassonora € uma ceramica piezoelétrica disposta
entre duas chapas metalicas, sistema este que constitui o transdutor
piezoelétrico. O gerador de frequéncia transmite um sinal a ceramica
piezoelétrica, que transforma ondas elétricas em ondas mecénicas; as chapas
metalicas amplificam estes sinais e o transdutor transmite os impulsos
ultrassonoros ao meio reacional (BARBOSA; SERRA, 1992).

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

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

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

o Alta frequéncia e baixa poténcia (2-10 MHz de ultrassom),
utilizado em diagndstico de imagem e analises quimicas;

o Baixa frequéncia e alta poténcia (20-100 kHz de ultrassom),
utilizado para a sonoquimica.

Nos ultimos anos tém sido relatados estudos com a utlizacdo de

ultrassom em reacdes quimicas, bem como em outras areas da ciéncia.
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Ultrassom € considerado uma tecnologia "verde" devido a sua alta eficiéncia,
baixos requisitos instrumentais, reducdo significativa do tempo de
processamento em comparacdo com outras técnicas convencionais e por,
geralmente, demonstrar um desempenho economicamente viavel (MASON,
2007).

A aplicacdo das ondas sonoras de alta poténcia se da nas areas da
biologia (homogeneizacdo, rompimento de células), engenharia (limpeza de
metal, soldagem, refinamento de metal, perfuracdo), industrial (filtracéo,
degaseificagdo, cristalizacdo, dispersdo de solidos, emulsificacdo, etc), fisica
(cavitacdo, fendbmeno de ondas acusticas, velocidade do som), polimeros
(polimerizacédo, despolimerizacdo, degradacdo da massa molecular), entre
outros (MARTINEZ et al., 2000).

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

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

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

Existem muitos fatores que afetam a cavitacdo: presenca de gas

dissolvido, frequéncia de irradiacdo, temperatura, viscosidade, tensdo
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superficial, pressdo externa e presenca de particulas em solugcédo (RASO et al.,
1999).

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

Em sistemas heterogéneos, a destruicio da bolha ocorre
assimetricamente originando um jato de liquido em direcdo a superficie sélida,
podendo causar erosdo localizada. Mas existem também microfluxos de
liquidos que acabam por favorecer o transporte de massa entre a fase liquida e
a superficie solida, acelerando algumas reac6es quimicas (LIU et al., 2008).

Quando em sistemas com liquidos imisciveis, este colapso das
microbolhas pode promover uma eficiente agitagdo. Com o0 aumento na
velocidade de formacdo de goticulas microscopicas, com aumento da
superficie de contato e das forcas coesivas podem ser formadas ainda
microemulsdes. Espécies reativas e a inducdo de mudancas conformacionais
na estrutura de proteinas também podem ocorrer (LIU et al., 2008).

A irradiacdo por ultrassom também pode ser um método alternativo
para reduzir as limitacGes de transferéncia de massa substrato-enzima, assim
como pode proporcionar mudancgas conformacionais na estrutura de proteinas.
O efeito fisico do ultrassom em processos biotecnolégicos consiste
principalmente na alteracdo da temperatura e pressdo do micro-ambiente em
funcao do efeito cavitacional (BABICZ, 2009).

Entretanto, a temperatura pode agir como o fator limitante mais comum
para o uso de ultrassom nas reacdes bioguimicas, uma vez que as enzimas
podem ser inativadas termicamente. E preciso destacar que a inativacdo nao
ocorre em todos os casos, pois o efeito do ultrassom pode ser destrutivo ou
construtivo, dependendo da intensidade das ondas.

Ha muitos relatos na literatura relacionada a intensificacdo da sintese
de biodiesel com diferentes tipos de matérias-primas, alguns exemplos s&o

apresentados na Tabela 4.
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Tabela 4: Comparacao da produc¢éo de biodiesel utilizando o método de ultrassom.

48

Oleo Catalisador Alcool Concentragdo Razéo Temperatura de Tempo de Conversédo Reator ultrassom Referéncias
de Catalisador molar reacao (°C) reacao
(min)
Sebo bovino KOH Metanol 0,5 1:6 60 1,7 92 400W Kumar et al., 2010
Jatropha Na/SiO; Metanol 3 1:9 - 15 98 200W Deshmane et al.,
2010
Acido graxo destilado de H,S04 Metanol 2 1:3 90 720 98 240W Mootabadi et al.,
palma 2010
Palma BaO Etanol 25 1:9 65 60 95 200W Zhang et al., 2009
Trioleina KOH Metanol 1 1:6 25 15 95 Batelada, 1200W Yu et al., 2010
Soja Novozym 435 Metanol 6 1:6 40 720 96 Batelada Babicz et al., 2010
Canola KOH Metanol 0,7 15 - 50 99 1KW Thank et al., 2010
Oleo de cozinha utilizado KOH Metanol 0,7 1:5 25 0,93 99 2KW Hingu et al., 2010
Oleo de cozinha utilizado KOH Metanol 1 1:6 45 40 89 250w Chand et al., 2010
Oleo de cozinha utilizado KOH Metanol 0,75 1:5 30 30 98 400W Santos et al., 2009
Oleo vegetal NaOH Metanol 0,5 1:6 - 20 98 Batelada, 1200W Stavarache et al.,
2005
Palma Bao, Sro Metanol 2,8 1:9 65 50 95 200w Kelkar et al., 2008
Acido graxo H2SO4 Metanol 2 1:10 28 90 95 Batelada, 200W Huang et al., 2010
Sacarose K2COs3 Metanol 13 1:2 70 2 95 Batelada Hanh et al., 2009

Fonte: GOLE; GOGATE, 2012.
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No entanto, até o presente momento ndo se conhece o verdadeiro
potencial do ultrassom, devido a falta de conhecimento sobre os exatos efeitos
moleculares do ultrassom em enzimas e células vivas. Nas aplicacbes em
enzimas, o ultrassom tem mostrado um aumento na estabilidade e atividade
catalitica da enzima, bem como a longevidade de biocatalisadores enzimaticos.
No entanto, uma melhor compreenséo do efeito do ultrassom nas propriedades
das enzimas torna-se necessaria para desenvolver biocatalisadores mais
eficientes com aumento da atividade e estabilidade em longo prazo (ROKHINA
et al., 2009).

Nos ultimos anos tém sido relatados estudos com a utilizacdo de
ultrassom em reac¢des quimicas, bem como em outras areas da ciéncia visando
a homogeneizacdo, rompimento de células, emulsificacdo, esterilizacao,

cavitacao, limpeza, soldagem entre outros.

3.5.1 Producéo enzimatica de biodiesel em banho de ultrassom

A utilizacdo de ultrassom em reacfes quimicas possui algumas
vantagens, entre elas: reducao do tempo de reacéo; reducdo da quantidade de
reagentes; aumento de rendimento; seletividade e favorecimento de reacfes
gue normalmente ndo ocorrem em condi¢cdes normais (MARTINEZ, 2000). Os
efeitos fisicos do ultrassom que devem ser considerados em processos
biotecnologicos sdo o aumento da temperatura, a melhor transferéncia de
massa e a cavitacao (SINISTERRA, 1992).

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

Tem sido relatado que o ultrassom exerce um efeito significativo sobre

a transesterificacdo enzimatica. A irradiacédo de ultrassom vem sendo estudada
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para producdo de biodiesel utilizando enzimas, como a Novozym 435 (YU et
al., 2010), bem como o uso de catalisadores acidos ou basicos (DESHMANE et
al., 2009; MAHAMUNI et al., 2009). No entanto, pouca investigacao tem sido
apresentada até a presente data sobre as aplicacbes da irradiacdo de

ultrassom na producgao de biodiesel catalisada por lipases.
Ji et al., (2006) estudaram o método de producdo de biodiesel com

energia ultrassénica (19,7 kHz) em transesterifcacdo utilizando 6leo de soja,
metanol e hidroxido de sodio como catalisador. Para as condicdes
experimentais estudadas, os melhores resultados foram obtidos mediante
razdo molar é&lcool/éleo de 6:1, frequéncia de pulso igual a 1 (ultrassom
continuo) e temperatura de 45 °C. Na Figura 6 o rendimento de ésteres é
obtido mais rapidamente para a reacao assistida por ultrassom, se comparado
ao processo reacional sob agitacdo mecanica. Esse fato é explicado pelo
aumento do contato entre as fases alcool/dleo, reduzindo assim a barreira

inicial da reacdo devido a imiscibilidade dos reagentes (JI et al., 2006).

Figura 6: Efeito de métodos diferentes em rendimentos de metil éster de
acidos graxos. - @- reacao assistida por ultrassom (P.U); - O - reacdo sob

agitacdo mecanica (M.S).
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Yu et al., (2010) estudaram a producéo de biodiesel com éleo de soja e
metanol em sistema de ultrassom utilizando como catalisador a enzima
Novozym 435. Nas condi¢des 6timas de 50% da energia ultrassonica (500 W e
frequéncia de irradiacdo de 40 kHz), 50% de vibracéo, teor de agua de 0,5%,
razdo molar de 1:1 &lcool terc-amil/volume de Oleo, razdo molar 6:1
metanol/6leo, 6% de Novozym 435 e 40 °C, rendimentos de 96% em ésteres
metilicos de acidos graxos foram obtidos. Nestas condi¢bes, a enzima nao
apresentou perdas de atividade durante os reciclos.

Kumar et al., (2011) avaliaram a producao de ésteres metilicos através
da metandlise do 6leo de pinhdo manso onde foi utilizada uma lipase
imobilizada obtida a partir Anterobacter aerogenes como catalisador e um
sistema de ultrassom. Foi avaliado o efeito do tempo (20-35 min), da razéo
molar 6leo/metanol (1:3 — 1:5), da concentracdo do catalisador (3 — 6%, com
base na massa de 6leo) e da amplitude e ciclo do ultrassom (30 — 60% para
amplitude e 0,3 — 0,9 s para o ciclo). A condicdo 6tima obtida foi em 30 min de
reacao, razdo molar 6leo/metanol de 1:4, concentracdo do catalisador de 5%,
ultrassom com amplitude de 50% e ciclos de 0,7 s (cada segundo). Nestas
condicdes otimizadas obteve-se o rendimento maximo de 84,5% de biodiesel.

Para as reacdes sob irradiacdo ultrassbnica, a energia ultrassénica
consiste em um fator relevante. Ondas ultrassénicas de baixa intensidade tém
um efeito pequeno sobre a transferéncia de massa da solu¢do, em comparacao
com alta intensidade, o que aumenta a transferéncia de massa. Por outro lado,
as ondas de alta intensidade ultrassbnica podem levar a mudangas na
conformacao da enzima (BEZBRADICA et al., 2006).

A aplicacéo do ultrassom contribuir4 para uma mistura de reacdo mais
homogénea e facilitara a disperséo da lipase através do substrato, reduzindo a
aglomeracdo de modo que a taxa de reagdo ndo diminui com o aumento da
concentracéo de lipase (LIU et al., 2008).

No caso da catalise enzimatica, embora as taxas de conversdo de
triglicerideos em ésteres sejam mais lentas em comparacdo com a catalise
alcalina, a catalise enzimatica tem atraido muita atenc&o, pois € um processo

de producdo mais limpo e tem potencial para implementacao industrial devido a
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simplicidade do processo e o uso de menor temperatura de reac¢do. De fato,
como mencionado por Nielsen et al., (2008), a principal vantagem de um
processo de producdo de biodiesel enzimatico € que os triglicerideos, bem
como acidos graxos livres podem ser eficientemente transformados em
biodiesel, e o glicerol como co-produto pode ser facilmente recuperado, com
alta qualidade sem qualquer processo complexo (NIELSEN et al., 2008).
Embora o alto custo de producdo de enzimas continua a ser o grande
obstaculo para a comercializacdo do processo de catalise enzimatica, tem se
realizado estudos com o uso de solventes tolerantes, enzimas comerciais e ndo
comerciais, novas tecnologias para a imobilizacdo de lipases, para tornar o
catalisador reutilizavel para producéo de biodiesel (NIELSEN et al., 2008).
Batistella et al., (2012) relata a transesterificacdo do 6leo de soja com
etanol utilizando duas lipases comerciais imobilizadas (Lipozyme RM IM e
Novozym 435) sob a influéncia da irradiacdo ultrassom, avaliou os efeitos da
temperatura, da concentracdo de enzima e de agua, razdo molar 6leo/ etanol e
a poténcia da irradiacdo sobre a conversdo da reacao. Os resultados obtidos
pelos autores mostram que a transesterificacdo enzimética assistida por
ultrassom pode ser uma alternativa para o método alcalino convencional,
alcancando conversdes de 86,5 % para irradiacao ultrassonica de 100 Watts,
razdo molar (6leo/etanol) 1:3 temperatura de 57 °C em um tempo de reacéo
relativamente curto, de 4 h, usando 12,3% (p/p) de concentracdo da enzima

Lipozyme IM RM como catalisador.

3.6. CONSIDERACOES SOBRE O ESTADO DA ARTE

Na revisao bibliogréfica apresentada neste capitulo, procurou-se relatar
o estado da arte a respeito da producdo de biodiesel por transesterificacao
enzimatica. As matérias-primas mais utilizadas na producdo de biodiesel no
Brasil sdo o 6leo de soja e o metanol, dado a tradigcdo no cultivo da soja, além
de capacidade de esmagamento e cadeia produtiva bem estabelecida, uma vez
que o Oleo de soja representa cerca de 90% da producao brasileira de 6leos

vegetais.
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O emprego de enzimas como catalisadores nas reacdes de producgao
de biodiesel apresenta muitas vantagens em relacdo aos catalisadores
quimicos homogéneos. Varios pesquisadores relatam o uso de enzimas
aplicadas as reacdes de transesterificacdo em solventes organicos. No entanto,
poucos trabalhos tém sido apresentados na literatura no que se refere a
producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente orgénico, com
auxilio de ultrassom, como tentativa de reduzir a resisténcia a transferéncia de
massa neste sistema reacional. Este fato, aliado a fundamentacao tedrica
apresentada neste capitulo, permite justificar plenamente a realizacdo deste
trabalho, cujo maior objetivo reside no estudo da producdo enzimética de
biodiesel em sisitema livre de solvente organico em banho de ultrassom,
contemplando a otimizacdo das condicfes operacionais do processo, o0 estudo
da cinética de reacdo e a avaliacdo do reuso do catalisador na condicdo
otimizada do processo de producdo em modo batelada e continuo.
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4. MATERIAL E METODOS

Neste capitulo serdo descritos os materiais e métodos utilizados, bem
como os procedimentos laboratoriais realizados durante a fase experimental
deste trabalho, relacionado a producédo de biodiesel enzimatico em sistema

livre de solvente em banho de ultrassom.
4.1 ESPECIFICACAO DOS MATERIAIS

Para a realizacdo deste trabalho, nas reacdes de transesterificacdo e
esterificacdo em modo batelada e em modo continuo foram utilizadas trés
lipases comerciais de origem microbiana:

e Novozym 435 - Produzida a partir de Candida antarctica, imobilizada em
resina acrilica macroporosa de troca ibnica, pela Novozymes Brasil/
Araucaria-PR. A enzima atua randomicamente nas 3 posi¢fes do
trigliceridio. O produto é constituido por particulas de formato esferoidal,
com diametro de particula entre 0,3 e 0,9 mm, e densidade de
aproximadamente 430 kg/m®. Este produto é fornecido com quantidade
de 4gua entre 1-2%. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada
em temperaturas na faixa de 40-70 °C (NOVO NORDISK, 1992);

e Lipozyme RM IM - Produzida por fermentagéo submersa de Rhizomucor
miehei e imobilizada em resina de troca ibnica. Apresenta
especificidades nas posi¢cées 1,3 do trigliceridio. Possui tamanho de
particula entre 0,2-0,6 mm, densidade entre 350-450 Kg/m3 e conteudo
de agua entre 2-3%. Segundo o fornecedor, a enzima pode ser utilizada
em temperaturas na faixa de 30-70 °C (NOVO NORDISK, 1992).

e Lipozyme TL IM — Produzida por fermentagcdo submersa fermentacao a
partir de Thermomyces lanuginosus. E imobilizada em resina fendlica e
adequada para aplicacdo em reatores de leito fixo, pelo fato de ser
granulada. E recomendavel o uso em solventes organicos, uma vez que
em meio aquoso, 0 suporte pode sofrer solvatacdo. As principais

caracteristicas técnicas dessa enzima sdo as seguintes: atividade
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catalitica: 75 IUN.g™ °; densidade do meio: 0,54 g.mL™; diametro de
particula: 0,3 — 1,0 mm; conteddo de &gua: 5% (m/m) (SKORONSKI,
2006).

Como substratos foram utilizados:
e Oleo de soja comercial (Marca Soya) sem nenhum tratamento prévio;
e Oleo de macauba, obtido da Cooper Riacham, Montes Claros - MG;
e Acido graxo vegetal (lote: PA 1060.525 A12) produzido por SGS
Agricultura e Industria Ltda, em Ponta Grossa — PR.

e Alcool etilico e alcool metilico (Merck, 99,9 % de pureza);

Na quantificagdo dos produtos da reacdo foram usados padroes
comerciais dos ésteres majoritarios do biodiesel de soja e o padrédo interno
heptadecanoato de metila, com procedéncia Sigma-Aldrich, como solvente n-
heptano (Sigma-Aldrich, 99,9% de pureza) e os gases de arraste, nitrogénio,
hidrogénio e ar sintético (White Martins).

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

4.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.2.1 Analises de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Inicialmente, a fim de verificar possiveis alteracfes nas propriedades
morfolégicas das enzimas apoOs tratamento em sistema de ultrassom, as
mesmas foram analisadas por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
(modelo XL-30 ESEM, Phillips), realizada na Universidade Federal do Rio

Grande do Norte - UFRN. As amostras das enzimas foram dispostas em placa
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metélica e submetidas a um tratamento prévio de atomizacdo com ouro para

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

4.2.2 Producao de biodiesel enzimatico em sistema de ultrassom livre de

solvente organico em modo batelada

4.2.2.1 Estudo Cinético Prévio

Os experimentos para producdo enzimatica de biodiesel foram
realizados em um banho de ultrassom (Unique ultraSonic Cleaner, modelo:
USC-1800A, frequéncia US 40 KHz, poténcia de até US 132 W), conforme

apresentado na Figura 7.

Figura 7: Aparato experimental utilizado para a produgdo de biodiesel

enzimatico em modo batelada e banho de ultrassom.

Inicialmente, realizou-se um estudo cinético prévio (destrutivo), para
determinar o melhor tempo de reacdo, onde os experimentos foram realizados
em um baldo de 50 mL, onde foi colocado 20% (m/m) da enzima Novozym 435
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(em relacdo a massa de substratos, 6leo + etanol) na razdo molar 6leo/etanol
de 1:3, temperatura de 70 °C e poténcia de ultrassom correspondente a 52,80
W. Esta condicao foi avaliada tendo em vista resultados prévios obtidos por
Nosso grupo de pesquisa, relativos as conversdes satisfatorias em biodiesel, a
partir de 6leo de soja e etanol, em sistema organico (n-hexano), sem ultrassom.

Experimentos destrutivos foram realizados, sendo as reagdes
conduzidas nos tempos de 15 e 30 minutos e 1, 2, 4, 6 e 8 horas de reacdo, em

meio livre de solvente organico.

4.2.2.2 Planejamento Plackett & Burman

Apos determinar o tempo a ser fixado nesta etapa do trabalho, realizou-
se um delineamento de Plackett & Burman (PB-12) com 12 ensaios,
apresentando ponto central em triplicata, onde foi avaliada a influéncia de cinco
variaveis: temperatura 40, 55 e 70 °C; razdo molar (6leo/etanol) 1:3, 1.6,5 e
1:10; concentracao da enzima Novozym 435 de 5 a 20% (m/m em relacdo aos
substratos); poténcia 52,80 W, 92,40 W e 132 W e concentracdo de agua de
0% a 10% (m/m em relagdo aos substratos), mantendo-se fixo o tempo de
reacdo em 1 hora. As variaveis estudadas e 0s respectivos niveis sdo

apresentados na Tabela 5.

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

em banho de ultrassom.

Variaveis Independentes Niveis
-1 0 1
Temperatura (°C) 40 55 70
Raz&o molar oleo/etanol 1:3 1:6,5 1:10
[E] (%, m/m, em relacdo a massa de substratos) 5 12,5 20
[H2O] (%, m/m, em relagdo a massa de 0 5 10

substratos)
Poténcia (Watts) 52,80 92,40 132
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Os resultados foram analisados usando o software Statistica® 7.0
Statsoft Inc. e, através do gréfico de Pareto, determinaram-se as variaveis

significativas e néo significativas.

4.2.2.3 Delineamento composto central rotacional 22

Apés andlise estatistica do planejamento experimental apresentado
anteriormente, realizou-se um delineamento composto central rotacional 22
(DCCR), totalizando 11 experimentos, visando otimizar a conversdao em
biodiesel no sistema reacional estudado. O tempo total de reagéo foi fixado em
1 hora e as faixas de temperatura e concentracdo de enzima estudadas nesta
etapa sdo apresentadas na Tabela 6. Os resultados foram analisados usando o
software Statistica® 7.0 Statsoft Inc. e, através da analise de superficie de
resposta, determinaram-se os valores 6timos destas variaveis para maxima

producao de biodiesel.

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

solvente e em banho de ultrassom.

Niveis
Variaveis Independentes -1,41 -1 0 1 141
Temperatura (°C) 60 63 70 77 80
[E] (%, m/m) 10 13 20 27 30

4.2.2.4 Estudo cinético: Efeito da concentracao de enzima

Em seguida, realizou-se um estudo cinético para verificar a
concentracdo de enzima que conduzisse a maior conversdo em biodiesel. Com
a condicao ja otimizada através do delineamento composto central rotacional 22
(DCCR), em 70 °C, 52,80 W de poténcia e razdo molar (6leo/etanol) 1:3, foi
variado o tempo em 15 e 30 minutos e em 1 a 6 horas e a quantidade da
enzima em 10%, 20%, 25%, 30% e 40% (m/m).
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4.2.2.5 Estudo cinético: Efeito da razdo molar entre os substratos

Para verificar o efeito que a razdo molar exerce sobre a conversdo em
ésteres realizou-se um estudo cinético utilizando raz6es molares de
(6leo/etanol) de 1:3, 1:6 e 1:9, 70 °C e 52,80 W de poténcia ultrassdnica, uma
concentragdo de enzima de 1, 3, 5 e 10% m/m, com bases na massa do

substrato, e variou-se o tempo de reacdo em 15 e 30 minutos e em 1 a 7 horas.

4.2.2.6 Avaliagdo de sucessivos ciclos de reuso do biocatalisador
Novozym 435

Para realizacdo do estudo de reuso da enzima Novozym 435, foi
utilizada a condicdo experimental de 1 hora de reacéo, 70 °C, 52,80 W, razdo
molar (6leo/etanol) 1:3 e concentracdo de enzima de 20% (m/m da enzima
Novozym 435, em relacdo a massa de substratos).

Para recuperar a enzima ao final de cada reacdo, o biocatalisador
imobilizado foi separado do meio reacional por filtracdo utilizando papel filtro.
Em seguida, realizou-se duas lavagens com 10 mL de hexano e filtrou-se a
vacuo a suspensdo obtida. Este procedimento € uma variacdo do método
desenvolvido por Castro e Anderson (1995), que utiliza n-heptano. Apds este
procedimento, a amostra foi submetida a rotavapor (marca Fisatom, modelo
550). Posteriormente secou-se a enzima em estufa (modelo JP 101, marca J.
Prolab) a 40 °C durante 1 hora. A enzima recuperada foi mantida em
dessecador por 24 horas. ApoOs este periodo, a atividade da mesma foi
determinada para verificar possiveis perdas durante a reacdo e torna-la apta
para a reutilizagéo.

A medida de atividade da enzima foi realizada no inicio, antes de ser
utilizada pela primeira vez, e ao final das reacbes com a enzima recuperada.
Antes de iniciar o procedimento de medida de atividade, as enzimas
imobilizadas foram secas em estufa a 40 °C durante 1 hora (OLIVEIRA et al.,
2006), para eliminacao de possivel umidade livre.
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4.2.3 Producédo de biodiesel enziméatico em sistema de ultrassom livre de

solvente organico em modo continuo

4.2.3.1 Descricao do aparato experimental

O sistema experimental utilizado neste trabalho consiste num reator de
polietileno de alta densidade (PA 12) com 1/16 in de diametro externo,
expessura de 1,1 mm, diametro interno de 4,15 mm, comprimento de 2 metros
e volume de 27,05 mL (Figura 7) com alimentacao da mistura reacional de 6leo
de soja/ carga acida e alcool etilico/alcool metilico (substrato), com uso de
aproximadamente 11 g de catalisador, sendo este as enzimas Novozym 435 e
Lipozyme RM IM, um banho de ultrassom (Unique ultraSonic cleaner, modelo:
USC-180A, frequéncia US: 40KHz, poténcia de até US: 154W). A Figura 8
abaixo apresenta o aparato experimental utilizado neste trabalho.

Figura 8: Aparato experimental utilizado para a producdo de biodiesel
enzimatico em modo continuo e banho de ultrassom, utilizando o método de

transesterificagéo e esterificagéo.
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O procedimento experimental consistiu no empacotamento do reator
com a enzima, sob a acdo de um agitador magnético, a fim de realizar um
empacotamento mais eficiente, conforme Dalla Rosa (2009).

Apo6s acoplou-se o reator ao sistema reacional e imergiu-o0 no banho de
ultrassom ja acondicionado na temperatura e poténcia a ser utilizada no
experimento, iniciou-se o bombeamento continuo dos substratos Oleo de
soja/carga acida e alcool etilico/alcool metilico, previamente homogeneizados
sob a mesma agitacdo, durante a reagdo, por um agitador mecanico (Marca
Fisatom, Modelo 712) inserido no frasco contendo a mistura reacional, a uma
dada razdo molar (6leo:élcool) e vazdo volumétrica de alimentacdo do
substrato, até o completo preenchimento do sistema reacional, usando uma
bomba de alta pressao para liquidos (HPLC) Digital Série Il (Marca Acuflow).
Este tipo de bomba opera com vazéo constante (0,1 a 10 mL/min) e pressao de
trabalho de 0 a 414 bar. A bomba é utilizada para deslocar a mistura reacional
para a zona de reacdo e manter a pressao do sistema.

O célculo do volume do reator foi realizado através de seu diametro
interno e comprimento utilizado. A porosidade do leito foi determinada de
acordo com Dalla Rosa (2009) adicionando o computo da porosidade interna
da enzima. Neste caso, a porosidade do leito deve considerar o volume do
soluto (enzimas) que ocupa o leito do reator e o volume de poros da enzima,

como mostra a seguinte equacao:
Ve (Equacéo 1)

Onde:
Vs = volume ocupado pelas enzimas no leito do reator;
VR = volume do leito do reator;

Vp = volume de poros das enzimas que ocupam o leito do reator.

Conforme Dalla Rosa (2009) para o calculo do volume de soluto (Vs)
obteve-se as seguintes informagfes: numero de unidades de enzima em

determinada massa (realizado manualmente) e diametro médio das particulas
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da enzima (calculado pela média da observacdo do resultado de andlise de
MEYV - Microscopia Eletronica de Varredura).

O volume de poros (Vp) foi entdo multiplicado pela massa da amostra de
enzima empacotada no leito do reator. Neste caso, foi adotado como valor de
volume de poros: Vp; = dado pela ficha técnica do fabricante da enzima (0,5
mL/g).

O tempo de residéncia é dado pela porosidade do leito multiplicado
pelo seu volume e dividido pela vazao de alimentacdo de substratos a serem
utilizados no processo (DALLA ROSA, 2009).

g XV

t q (Equacéo 2)

ApOs a mistura reacional percorrer toda a extensado do reator, a coleta
das amostras foi realizada em frascos de amostragem (previamente pesados)
apos decorrido um tempo de residéncia da mistura na zona reacional. Em
seguida, procedia-se a evaporacdo do alcool ndo reagido das amostras em
estufa a vacuo (Marca Quimis, Modelo Q819V2) na temperatura de 65 °C e

0,05 MPa de vacuo, para posterior andlise de ésteres etilicos.

4.2.3.2 Producdo de biodiesel enzimatico utilizando o processo de

transesterificacao

Com base nos resultados obtidos para a producdo de biodiesel
enzimatico em modo batelada iniciou-se o estudo para o modo continuo de
producdo de biodiesel. Realizou-se um planejamento 2° para verificar a
influéncia da razdo molar (6leo/alcool), poténcia do ultrassom e a vazdo de
alimentacdo, mantendo-se fixa a temperatura em 65 °C. As variaveis estudadas

e 0S respectivos niveis sao apresentados na Tabela 7, que segue abaixo.
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Tabela 7: Variaveis e niveis estudados no planejamento 23, para a producéo
de biodiesel enzimético por meio de reagdo de transesterificacdo em banho de

ultrassom e sistema livre se solvente organico em modo continuo.

Niveis
Variaveis Independentes -1 0 1
Raz&o molar oleo/etanol 1:3 1:8 1:13
Vazao de alimentacdo (mL/min) 0,5 2,75 5,0
Poténcia (Watts) 61,60 107,80 154

4.2.3.3 Producdo de biodiesel enzimatico utilizando o processo de

esterificacao

Para as reacOes de esterificac@o utilizou-se um 4cido graxo vegetal e
realizou-se o prodecimento descrito acima.
A Tabela 8 mostra as especificacdes do acido graxo utilizado nas

reacoes de esterificacdo para producédo de biodiesel.

Tabela 8: Especificacdes do acido graxo vegetal de soja.

Andlises Especificacdes
indice de Acidez (mgKOH/qg) 195,0 — 205,00
indice de lodo (cgl2/g) 125,0 — 135,00
Det. Umidade (%) Méaximo 0,5
Det. Cor Gardner Maximo 2,5
indice de Perdxido (meq O,/Kg) Maximo 3,0
indice de Saponificacdo (MG KOH/qg) 197,0 — 207,00

Fonte: SGS Agricultura e Industria Ltda, Lote: PA 1060 525 A12.

Como o acido graxo é um hidrolisado do 6leo de soja deve apresentar os
mesmos constituintes do referido 6leo. Vieitez et al., (2012) realizaram analises
do 6leo de soja e descreveram a composi¢cdo em 4cidos graxos conforme a
Tabela 9.
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Tabela 9: Composicéo dos acidos graxos do 6leo de soja.

Acido Graxo (%)
Palmitico (C16:0) 10,9
Esteérico (C18:0) 3,5
Oléico (C18:1) 26,0
Linoléico (C18:2) 52,7
Linolénico (C18:3) 5,0

Fonte: VIEITEZ et al., 2012.

Com base nesses dados, o hidrolisado do 6leo de soja deve apresentar
composicdo semelhante a obtida pelos autores. A determinacdo do teor de
acidez foi realizada através da técnica de titulagdo por KOH, em comparac¢ao
aos dados fornecidos pela empresa. Na analise realizada obteve-se uma

acidez de 195,73 mgKOH/g, concordando com a acidez indicada.

4.2.4 Determinacgdo da atividade enzimética

O procedimento adotado para a determinacdo da atividade da enzima
Novozym 435 e Lipozyme RM IM, foi descrito por Oliveira et al. (2006).
Sucintamente, a atividade da enzima foi quantificada pelo consumo de acido
laurico na reacdo de esterificacdo entre o acido laurico e alcool n-propilico, a
temperatura de 60 °C, com a enzima (0,195 g) mantida sob agitacdo por 40
minutos. A reacao foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio reacional, em um
reator de vidro aberto de 20 mL, provido de agitacdo magnética e conectado a
um banho termostético, conforme Figura 9. Aliquotas de 150 yL, em triplicata,
foram retiradas do meio reacional no tempo zero e ap6s 40 minutos de reacao
e foram diluidas em 20 mL de acetona-etanol (1:1) com a finalidade de cessar
a reacdo e a extracdo dos &cidos restantes. A quantidade de &cido laurico
consumido foi determinada por titulagdo com NaOH 0,01 N. Uma unidade de
atividade foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao consumo de

1 mmol de &cido laurico por minuto nas condigdes experimentais descritas.
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Figura 9: Equipamento utilizado para determinagéo de atividade enzimética.

A Equacao 3 foi empregada para o calculo da atividade da lipase:

[(v® NaoH) - (V*°NaOH)]
t.ma

Atividade (U/4) =

.N.103 (Equacéo 3)

Onde:

N = normalidade da solucéo de hidroxido de sodio;

V® = volume de hidréxido de sédio gasto na titulacdo da amostra no
tempo zero (mL);

Vv* = volume de hidréxido de sédio gasto na titulacdo da amostra ap6s
40 minutos de reacao (mL);

ma = massa de enzima utilizada na reacéo (g);

t = tempo de reagao (min).

A atividade da enzima foi determinada no inicio e ao final das reacdes
em todos o0s experimentos realizados, objetivando o acompanhamento da
alteracdo da atividade da Novozym 435 quando do seu emprego na reacao de
transesterificacdo e de esterificacao.
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4.2.5 Quantificacao do glicerol

O método de periodato para determinacédo da concentracdo de glicerol
foi descrito por Cocks e Van Rede (1966), o qual consiste na reacéo do glicerol
presente na amostra com periodato de sodio (NalO,4) em solugcdo aquosa acida
para produzir formaldeido e acido férmico, este ultimo utilizado como medida
do glicerol.

O procedimento consiste na diluicAo da amostra previamente pesada
em 50 mL de agua bidestilada. De 5 a 7 gotas de azul de bromotimol sé&o
adicionadas a amostra e a mesma é acidificada com &cido sulftrico 0,2 N até
pH 4. A solucéo é entdo neutralizada com NaOH 0,05 N até coloracdo azul.

Paralelamente, uma solucdo em branco deve ser preparada contendo
50 mL de &gua bidestilada, sem a presenca de glicerol e o mesmo
procedimento adotado para a amostra a ser analisada deve ser aplicado ao
branco. Em seguida, 100 mL de solucdo de periodato de sédio (60 g/L) sdo
adicionados a amostra e ao branco e mantidas ao abrigo da luz por 30 min.
Apés este periodo, 10 mL de solucao de etileno glicol (1:1) sdo adicionadas a
mistura que é deixada ao abrigo da luz por mais 20 min. As amostras séo,
entdo, diluidas até completar o volume de 300 mL com &gua bidestilada e
tituladas com solucdo de NaOH 0,125 N usando pH-metro para determinar pH
6,5 para o branco e pH 8,1 para a amostra. O teor de glicerol contido na

amostra é determinado através da seguinte equacao:

[9,209N(V, -V, )]

Glicerol (%om/m) = (Equacao 4)

Onde:
N = normalidade da solu¢cdo de NaOH;
v1 = volume da solucdo de NaOH gasto na amostra (mL);
v, = volume da solu¢cdo de NaOH gasto no branco (mL);

ma = massa de amostra utilizada (g).
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4.2.6 Quantificacdo dos ésteres etilicos e metilicos de acidos graxos por
cromatografia gasosa

Apo6s a coleta das amostras no modo batelada de producéo, procedia-
se a evaporacgao do alcool etilico ndo reagido e do hexano utilizado para lavar a
enzima em rotavapor (Marca Fisatom, modelo 550) na temperatura de 60 °C.
Para o modo continuo, apos a coleta procedia-se a evaporacdo do alcool ndo
reagido das amostras em estufa a vacuo (Marca Quimis, Modelo Q819V2), na
temperatura de 65 °C e 0,05 MPa de vacuo até obtencéo de peso constante.

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

A solucao foi entéo injetada (1 pL) em um cromatégrafo gasoso (GC)
(Shimadzu 2010), com injetor automatico (Split) e detector de ionizacao de
chama (FID). Utilizou-se a coluna capilar Rtx-WAX (30 m x 0,25 mm x 0,25
mm) nas condicdes cromatograficas descritas pela norma EN 14103 (2003), do
Comité Europeu para Padronizagdes. A temperatura inicial da coluna foi 120 °C
permanecendo por 1 minuto, seguido pelo aquecimento de 15 °C/min até 180
°C permanecendo por 2 minutos, e novamente aquecendo 5 °C/min até 250 °C
permanecendo assim por mais 2 minutos. Ar sintético e nitrogénio eram
utilizados como gas de arraste e a temperatura do injetor e detector eram 250
°C e a taxa de split de 1:50. Possibilitando a determinacdo da conversédo de
triglicerideios para ésteres etilicos e metilicos da reacado, cujos calculos estao

descritos no Apéndice A.
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4.2.7 Conversédo dos acidos graxos vegetais em ésteres obtidos por meio
de reacéo de esterificacao

Como a reacdo de esterificacdo produz além dos ésteres também
agua, as amostras coletadas foram analisadas através do método da titulacéo.
Este € um método eficiente que substitui, neste caso, a utlizacdo da
cromatografia gasosa na quantificacdo dos acidos graxos, sem necessidade de
secagem para completa remocao da agua da amostra e ndo necessitando de
evaporacao do excesso de alcool, como podem ser observados os resultados
comparando o método cromatografico e o de titulagcdo sdo apresentados na
Tabela 11 descrita no Apéndice A para comprovacao da efetividade da técnica,
com base na comparacdo realizada entre os dois métodos e a literatura
reportada pelos seguintes autores (CHEN et al., 2012, ZHANG et al., 2012;
RATTANAPHRA et al., 2012; LEMAIRE et al., 2011; SATYARTHI et al., 2010;
MARCHETTI e ERRAZU, 2010, MARCHETTI et al., 2007) a conversao dos
acidos graxos foi determinada por titulacéo.

A técnica da titulacdo foi realizada de acordo com a IUPAC 2.201 o
AOCS Cd 3d - 63 e consiste na determinagcdo da acidez do meio, devido a
presenca dos &acidos graxos livres. Estes acidos sdo capazes de reagir com a
solucéo de hidréxido de potéssio e o resultado obtido é expresso em mg KOH
por (g) de amostra e normalmente a acidez titulavel corresponde ao dobro do
percentual do &cido correspondente da amostra. Este procedimento é realizado
com a pesagem de uma aliquota de + 1,5 g de amostra em um erlenmeyer de
300 mL. Em seguida, adiciona-se 50 mL de uma solucdo etanol anidro:éter
etilico (v/v), homogeneizado e a esta, adiciona-se 5 gotas de indicador
fenolftaleina 1% para indicar o ponto de viragem (mudanca de cor) na titulacdo
com solugéo de KOH 0,1 N. Como ja mencionado, a amostra ndo necessita de
tratamento prévio por esta técnica, sendo esta, diretamente coletada do reator
para ser analisada, sem necessidade de secagem para evaporagdo da agua ou
do excesso de solvente.

O indice de acidez é determinado pela Equacéao 5.
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. 96,1%V o * N oy (Equacéo 5)
M

A

amostra

Onde:
e A =indice de acidez (mg KOH/qg);
e 56,1= Equivalente grama do KOH;

e V.o, = Volume de KOH gasto na titulagdo (mL);
¢ N, = Normalidade do KOH usado na titulagéo;

e M, .wa= Massa de amostra utilizada para titular.

Para determinar a o percentual de conversdo do acido graxo vegetal é
necessario determinar a acidez da solucdo alimentada no reator.
Determinando-se a acidez inicial e final (apds a reacéo) € possivel determinar a
conversdo de acidos graxos, que esta diretamente relacionada com o teor em
ésteres da mistura. O calculo para conversao dos acidos graxos € apresentado

na Equacao 6.

Xpor (%)= (%j *100 (Equagéo 6)

X e = Conversdo de acido graxo livre;
indice de acidez inicial;

A=
A, = indice de acidez final.

A acidez no tempo t é calculada pontualmente, de acordo com a cinética
realizada, ou seja, assim que a amostra é coletada ja € devidamente pesada e

titulada evitando a evaporacao dos componentes.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos ao
longo do estudo do processo de producédo enzimatica de biodiesel em sistema
livre de solvente organico em banho de ultrassom, conforme ja descrito no

capitulo anterior.

5.1. ANALISES DA LIPASE NAO TRATADA E TRATADA EM BANHO DE
ULTRASSOM POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A Figura 10 apresenta as micrografias obtidas por Microscépio Eletrénico
de Varredura (MEV) da Novozym 435 ndo tratada e tratada em sistema de

ultrassom, respectivamente, utilizando diferentes tempos de contato.

Figura 10: MEV da Novozym 435 nédo-tratada (a) e tratada em sistema de

ultrassom a 52,8 W, 70 °C, usando diferentes tempos de contato (b).

AccV SpotMagn Det WD F—— 500 m AccV SpotMagn Det WD 1 100 um
20.0kv 40 50x SE 8.0 200kv40 200x  SE 79

(@)
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AccV SpotMagn Det WD F———— 100 um
§20.0kV 40 200x  SE 65

AccV  SpotMagn  Det WD F———1 100m
200kv40 200x SE 69

9 horas (200X) 10 horas (200X)

(b)
Na Figura 10 pode-se verificar que o ultrassom parece atacar 0 suporte
utilizado para imobilizacdo da lipase, ndo afetando a atividade enzimatica,
como apresentado na Figura 11. ApOs esta avaliacdo, pode-se dizer que
algumas modificacBes a nivel estrutural podem ter ocorrido. Batistella (2011)
também verificou que o solvente e o ultrassom parecem atacar o suporte

utilizado para imobilizag&o da lipase, ndo afetando a atividade enzimatica.

Figura 11: Atividade enzimatica de esterificacdo da Novozym 435 apds cada
tempo de reacao para condicdo experimental: 70 °C e 52,8 W de poténcia.
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5.2 ESTABILIDADE DA ENZIMA NOVOZYM 435

A Figura 12 relata a estabilidade da enzima Novozym 435, quando esta
foi submetida ao ultrassom a 132 Watts de poténcia e ap0s armazenada em

geladeira a 4 °C.

Figura 12: Estabilidade da enzima Novozym 435, submetida ao ultrassom a

132 W de poténcia e armazenada em geladeira a 4 °C.
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Conforme resultados apresentados na Figura 12 pode-se verificar que
o ultrassom néo influencia no comportamento da enzima, visto que a mesma
possui atividade enzimatica inicial de 46,9 U/g e ap0s o tratamento no
ultrassom ela aumentou esta atividade e mantendo a mesma em torno de 50
U/g durante os 300 dias de monitoramento, comprovando assim a
potencialidade de sua aplicacdo na sintese de biodiesel em banho de

ultrassom.
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5.3 PRODUCAO ENZIMATICA DE BIODIESEL EM ULTRASSOM EM MODO
BATELADA

5.3.1 Estudo cinético prévio para determinac¢do do tempo reacional

Nas reacdes de transesterificagdo enzimatica em ultrassom foi avaliado
o rendimento em ésteres etilicos produzidos durante a avaliacdo cinética do
processo de producdo de biodiesel em sistema livre de solvente. Este estudo
teve como objetivo determinar o tempo para consecugcao dos experimentos
visando a otimizagdo da conversdo do processo. Os resultados obtidos séo
apresentados na Figura 13.

Os experimentos foram realizados em um baldo de 50 mL, onde foi
colocado 20% (m/m) da enzima Novozym 435, na razdo molar 6leo/etanol de

1:3, temperatura de 70 °C e poténcia de ultrassom, correspondente a 52,8 W.

Figura 13: Conversdo de triglicerideos para ésteres etilicos obtidos na

transesterificacdo enzimatica em sistema livre de solvente em banho de

ultrassom.
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De acordo com a Figura 13 pode-se observar que o rendimento em
ésteres etilicos foi de cerca de, 41,33% em 15 minutos, 69,22% em 30 minutos,
71,50% em 1 hora, 80,32% em 2 horas, 87,96% em 4 horas, 84,14% em 6
horas e 80,86% em 8 horas e 78,70% em 10 horas de reacdo. O tempo de 4
horas de reacdo conduziu ao maior teor de ésteres etilicos. Nos intervalos de
tempos de 6 e 8 horas observa-se uma pequena queda em relagéo ao teor de
ésteres. Analisando o0s resultados obtidos, percebe-se que ndo ha uma
diferenca consideravel na conversdo em ésteres etilicos obtidos a partir de 30
minutos de reagdo, permitindo concluir que n&o existe a necessidade, neste
momento, de se realizar os experimentos em um tempo superior a 4 horas de
reacdo. Desta forma, as etapas posteriores deste trabalho, relacionadas a
otimizacao da producéo de biodiesel em modo batelada, foram conduzidas em
tempo fixo de 1 hora de reacdo. Conversao satisfatéria, em torno de 71,5%, foi
obtida neste teste prévio, demonstrando o potencial de aplicacao do ultrassom
para este sistema, mesmo sendo ele um sistema livre de solvente.

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura relacionados a
producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de
ultrassom.

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

No trabalho realizado por Oliveira, et al., (2005(b)) foi estudada a
producdo de biodiesel etilico de soja com duas lipases (Novozym 435 e
Lipozyme IM) onde os ensaios foram realizados em Erlenmeyers e incubados

em agitador rotativo (shaker) a 200 rpm por 8 horas e em todos o0s
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experimentos foi utilizado 40 mL de solvente n-hexano para 1 g de amostra de
Oleo. Foi observado para o sistema contendo 6leo de soja-Lipozyme IM que a
condicdo otimizada foi 35 °C, 20% (m/m) de enzima, razdo molar 6leo-etanol
de 1.3 e 10% (m/m) de agua adicionada. A maior conversdo observada
experimentalmente foi de 95,6%. Utilizando o mesmo procedimento, a condi¢céo
otimizada para o sistema 0leo de soja-Novozym 435, foi: temperatura de 65 °C,
concentracdo de enzima 5% (m/m), 0% (m/m) de agua adicionada e razéo
molar 6leo-etanol de 1:3. A maior conversdo observada experimentalmente foi
de 11,8%.

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

Conforme citado no trabalho de Batistella (2011), na transesterificacéo
de dleo de soja utilizando solvente orgéanico (n-hexano) e por meio de sistema
ultrassoénico, houve uma tendéncia ascendente para os catalisadores (enzimas
Lipozyme RM IM e Novozym 435). Ocorreu um aumento no rendimento nas
primeiras 4 horas de reacdo; utilizando a enzima Lipozyme RM IM o
rendimento foi de aproximadamente 55% e para a Novozym 435 o rendimento
foi de aproximadamente 37%. As condi¢cdes dos experimentos foram: razao
molar (1:3) (6leo/etanol) (R.M), temperatura de 65 °C (T), concentracdo da
enzima de 5% (m/m) [E], sem adi¢ao de agua e 100% de poténcia de ultrassom
(frequéncia de 37 kHz e poténcia de 132 W).
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Yu et al., (2010) estudaram a produc¢éo de biodiesel com 6leo de soja e
metanol em sitema de ultrassom utilizando como catalisador a enzima
Novozym 435. Os autores obtiveram, nas condi¢des 6timas (50% da energia
ultrassoénica (500 W e freqUéncia de irradiacdo de 40 kHz), 50% de vibracao,
teor de agua 0,5%, razdo molar de 1:1 alcool terc-amilico/volume de 6leo,
razdo molar 6:1 metanol/6leo, 6% de Novozym 435 e 40 °C), 96% de
conversdo de ésteres metilicos de acidos graxos e a enzima ndo apresentou
perdas de atividade durante os varios ciclos de uso estudados.

Shishir et al., (2010) compararam a conversdo de metil ésteres
utilizando a ponteira ultrassbénica e o método de agitacdo convencional. Para
tanto foi utilizado como catalisador hidréxido de potassio 1%, razdo molar
metanol/éleo 6:1, poténcia do ultrassom de 200 W, agitacdo de 1000 rpm e 40
minutos de reacgdo, onde foi obtido com o sistema de ultrassom 89,5% de
conversdo e com o método convencional 57,5%.

Comparando este trabalho com os resultados do teste cinético
realizado, onde utilizou-se razdo molar etanol/6leo 3:1, temperatura de 70 °C,
poténcia do ultrassom de 52,8 W e 20% de enzima (m/m em relagdo a massa
de substratos) em 30 minutos e 1 hora de reacado, obteve-se um teor de ésteres
etilicos de 69,22% e 75,15%, respectivamente, demostrando desta maneira
gue em menores niveis de razdo molar e poténcia de ultrassom, resultados
promissores também foram obtidos.

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

Xiao et al.,, (2005) investigaram a transesterificagdo enzimatica de
glicose e divinilbutanodioato utilizando as enzimas protease alcalina de Bacillus

subtilis, Novozym 435, Lipozyme (Mucor miehei), lipase AY30, lipase de
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pancreas de porco e protease de Aspergillus oryzae em banho de ultrassom. A
protease alcalina conduziu a conversbes de 78% e a Novozym 435 8,5%
depois de 2 horas nas mesmas condi¢cbes reacionais (100 W e 20 Hz). As
demais enzimas ndo apresentaram formacdo do produto apds 8 horas de
reacao.

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

Ribeiro et al., (2001) avaliaram a resolugéo enzimatica em ultrassom de
etil 3-hidroxi-3-fenilpropanoato utilizando esterase de figado de porco, lipase de
Pseudomonas cepacia e lipase de Candida rugosa. Os autores compararam a
converséao do produto em ultrassom e agitacdo magnética, observando que em
todos os experimentos ocorreu uma reducao no tempo de reacao da hidrélise
enzimatica quando utilizado o ultrassom, mas sem mudancas significativas nos
rendimentos ou no excesso enantiomérico do produto.

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

Santos et al., (2010) avaliaram a producdo de éster metilico a partir de
6leo de Oreochromis niloticus (tilapia do Nilo) e metanol, utilizando ultrassom.
Os autores relataram 98% de conversdo apos 90 minutos com frequéncia de

40 kHz e temperatura de 30 °C. Hanh et al., (2009) estudaram a producéo de
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ésteres etilicos de acidos graxos. A condicdo Otima do processo de
esterificacdo foi com razdo molar de alcool e &cido oléico de 3:1, 5% de &cido
sulfirico a 60 °C de temperatura por 2 horas de reacdo. Foram obtidas
conversdes de cerca de 80% utilizando n-propanol, cerca de 70% utilizando n-
butanol e cerca de 60% utilizando 2-propanol como solvente.

A Figura 14 apresenta os resultados da atividade enzimatica obtidos
durante a avaliacdo cinética preliminar do processo de producdo enzimatica de

biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom.

Figura 14: Atividade de esterificacdo da Novozym 435 apOs cada ponto
cinético, apresentado na Figura 13.
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Conforme a Figura 14 pode-se verificar que a enzima nao apresentou
perdas de atividade no final de cada reacéo, onde obteve-se aproximadamente
52,7 U/g em 4 horas, 51,2 U/g em 6 horas e 50 U/g em 8 horas de reacéo,
demonstrando potencial para ser utilizada em sucessivos ciclos de uso. Apés 8
horas sob efeito da irradiacdo pode-se observar uma pequena perda na
atividade enzimatica devido ao provavel colapso cavitacional.

A atividade inicial da Novozym 435 foi de aproximadamente 46,9 U/g.

Conforme relatam Zhu et al., (2010) e Chisti (2003), a aplicagao de ultrassom
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para a sintese enzimatica catalisada em uma fase ndo aquosa pode aumentar
a atividade da enzima e também pode melhorar a transferéncia entre o
substrato e o sitio ativo da enzima. Tendo em vista estes aspectos, a
tecnologia ultrassdnica tem comecado a ser explorada mais largamente no
campo da biotecnologia, através da combinagcdo da tecnologia ultrassénica e
biotecnologia, usando a energia fisica do ultrassom sobre as células para criar
mudancas conformacionais na estrutura das enzimas, alterando assim a
atividade da enzima.

Estudos de Ishimori et al., (1981) e Sakakibara et al., (1996)
observaram aumento de atividade de enzimas conduzidas em reagbes com o
auxilio do ultrassom, em meio contendo tampao. O primeiro trabalho relatou o
aumento da atividade de a-quimotripsina, enquanto o segundo demonstrou que
a atividade da invertase aumentou com o0 uso de baixas intensidades de
ultrassom.

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

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

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

Em outro sistema de reacao constituido por glicerol e &cido ascorbico,
Lerin et al., (2012) obtiveram valores mais expressivos de atividade residual
para Novozym 435 e Lipozyme RM IM quando foi utilizado como solvente o
terc-butanol (log P = 0,80).

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

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

As ondas de ultrassom podem interferir nas caracteristicas da enzima,
alterando sua estrutura em resposta a perturbacdo dindmica provocada pelo
ultrassom (HOSHINO et al., 2006). Existem poucos estudos relacionando o
efeito do ultrassom com a atividade das enzimas e tém sido relatados
resultados contraditorios de inativacdo e ativacdo da enzima apos serem

submetidas ao ultrassom. Diferente da tradicional inativagcdo das enzimas em
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temperaturas elevadas, o processo de sonica¢do ndo destréi o sitio ativo das
enzimas. Esta constatagcdo tem sido claramente demonstrada com a-amilase,
peroxidase de raiz forte, lacase e fosfatase alcalina (OZBEK; ULGEN, 2000;
REHOREK et al., 2004; BASTO et al., 2007; TAUBER et al., 2008).

Estudos mostram que o ultrassom provocou a inativagéo de algumas
enzimas, incluindo fosfatase alcalina, glicose-6-fosfato desidrogenase e
tripsina. A inativacdo foi observada quando utilizada poténcia de ultrassom de
500 W, mas, de modo geral, utiliza-se poténcia de 25 a 150 W para reacoes
enzimaticas. A inativagdo provavelmente ocorreu devido a reagdo de radicais
hidroxila ou de hidrogénio formadas com a estrutura da proteina (BASTO et al.,
2007). Este fato pode levar a obstrucdo dos sitios ativos, e ao mesmo tempo,
diminuir a estabilidade da proteina (TIAN et al., 2004). Além disso, forcas de
cisalhamento que ocorrem no fluido durante a irradiacdo do ultrassom também
podem ter um papel significativo na inativagdo da enzima (OZBEK; ULGEN,
2000).

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

Encinar et al., (2012) realizaram experimentos em modo batelada,
utilizando banho de ultrassom em uma poténcia constante de 100%, para a
razdo molar 1:6 (6leo: metanol) e 1% de KOH, e verificaram que a 45 kHz, o
periodo de indugdo é menor e a reacdo termina mais rapidamente do que a 25
kHz de acordo com a Figura 15. No entanto, o rendimento final € semelhante
para as duas frequéncias. Os autores concluiram que, consequentemente, a
frequéncia do ultrassom afeta o processo de um ponto de vista cinético, de

modo que a reacdo realizada com maior frequéncia o estado de equilibrio é
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atingido mais rapido, embora o rendimento seja semelhante em ambas as
reagcdes. A frequéncia das ondas de ultrassom afeta a dimens&o critica da
bolha. Um aumento na frequéncia leva a uma diminuicdo do volume e tempo
de implosdo da bolha. As frequéncias mais altas produzem bolhas menores
com maior proporcdo area de superficie/volume, levando a um aumento da
atividade de transporte em toda a interface de bolha. O efeito liquido consiste

em produzir um maior aumento de emulsificacéo e taxa de reacao.

Figura 15: Efeito que a frequéncia do ultrassom exerce sobre a conversédo de
ésteres metilicos (razdo molar (6leo: metanol) 1:6, 1% KOH e 100% de

poténcia ultrassonica).
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Fonte: ENCIANAR et al., (2012).

Chen et al., (2008) avaliaram varias lipases e proteases para a acilacéo
de glucomannan Konjac em terc-butanol; a Novozym 435 apresentou alta
atividade de acilagdo em ultrassom e a regiosseletividade ndo foi alterada
guando exposta ao ultrassom. Os autores estudaram a influéncia do
comprimento da cadeia de doadores de acila na acilagdo enzimatica de
glucomannan Konjac em ultrassom e constataram que as maiores conversfes

foram obtidas com cadeias curtas ou médias de doador de acila. Este fato
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sugere que cadeias mais curtas facilitam o acesso ao sitio ativo da enzima
(Novozym 435).

Alguns trabalhos relatam a realizacdo de sintese enzimatica em
ultrassom em sistemas reacionais livres de solvente e sistemas com solventes
(LIU et al., 2008; BABICZ et al., 2010; CENI, 2010), mostrando que o sistema
reacional tem grande influéncia na sintese enzimatica.

Liu et al., (2008) observaram que na hidrolise do 6leo de soja em
sistema livre de solvente em ultrassom o rendimento das reacdes foi
aumentado 94, 64, 58, 41 e 34% em tempos de 1, 2, 4, 4 e 5 horas,
respectivamente, quando comparado ao rendimento obtido nas condi¢des de
agitacdo em banho termostatizado. Esta tendéncia deve-se ao fato de o

ultrassom induzir a uma melhor disperséao e diminuir a aglomeracéo da enzima.

5.3.2. Planejamento Plackett & Burman

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

A Tabela 10 apresenta a matriz do planejamento de experimentos e as
respostas em termos de conversao de triglicerideos para ésteres etilicos. A
partir desta tabela pode-se verificar que o rendimento mais elevado foi obtido
no experimento 1 (75,15%), correspondendo a temperatura mais elevada (70
°C), razdo molar entre os substratos de 1:3, 20% (m/m) de enzima e 52,80 W

de poténcia de ultrassom.
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Tabela 10: Matriz do planejamento fatorial do tipo Plackett & Burman com 12

ensaios (PB-12) com a resposta em termos de conversdo em ésteres etilicos

(%, m/m) a partir da alcodlise enzimatica do 6leo de soja em sistema livre de

solvente em banho de ultrassom.

Ensaio Temperatura  Razéo [E] [H,O] Poténcia  Conversao
(°C) molar (Watts) de
triglicerideos

(%, m/m)
1 1 (70) -1(1:3) 1(20) -1(0) -1(52,80) 75,15
2 1(70) 1(1:10) -1(5) 1(10) -1(52,80) 0,42
3 -1 (40) 1(1:10) 1(20) -1(0) 1(132) 32,32
4 1 (70) -1(1:3) 1(20) 1(10) -1(52,80) 7,25
5 1 (70) 1(1:10) -1(5) 1(10) 1(132) 0,55
6 1(70) 1(1:10) 1(20) -1(0) 1(132) 38,02
7 -1(40) 1(1:10) 1(20) 1(10) -1(52,80) 0,33
8 -1 (40) -1(1:3) 1(20) 1(10) 1(132) 2,01
9 -1 (40) -1(1:3)  -1(5)  1(10)  1(132) 0,40
10 1 (70) -1(1:3) -1(5)  -1(0) 1(132) 34,63
11 -1 (40) 1(1:10) -1(5) -1(0) -1(52,80) 6,29
12 -1 (40) -1(1:3) -1(5) -1(0) -1(52,80) 12,91
13 0 (55) 0(1:6,5) 0(12,5) 0(5) 0(92,40) 5,79
14 0 (55) 0(1:6,5) 0(12,5) 0(5) 0(92,40) 3,02
15 0(55) 0(1:6,5) 0(12,5) 0(5) 0(92,40) 3,30

Os dados obtidos na Tabela 10 foram tratados estatisticamente e o

efeito das variaveis sobre o rendimento em ésteres pdde ser determinado. Os

resultados sédo apresentados na forma de Grafico de Pareto (Figura 16).
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Figura 16: Grafico de Pareto para a producdo enzimatica de biodiesel
utilizando a lipase Novozym 435 em sistema livre de solvente em banho de

ultrassom em funcao das variaveis independentes.

Concentragdo de Agua (%) -4,27421
Temperatura (°C) 2,30911
Concentragao de Enzima (%) / 2,26645
Razé&o Molar (6leo:etanol) (p/p) -1,23488
Poténcia (Watts) , 1266198
p=,1

Efeito Estimado (Valor Absoluto)

Conforme a Figura 16 pode-se observar que a variavel concentracdo
de agua apresentou efeito significativo negativo, e as variaveis temperatura e
concentracdo de enzima apresentaram efeito significativo positivo,
considerando 90% de confianca. Por outro lado, a variavel poténcia
ultrassbnica nao apresentou influéncia significativa na converséo de
triglicerideos em ésteres etilicos.

O teor de agua na reacdo pode ser um fator determinante no
rendimento da sintese enzimatica de biodiesel (ANTCZAK et al., 2009). E
consenso que um pouco de agua € necessario para manter a enzima ativa em
solventes organicos. Por outro lado, a agua pode tomar parte na
transesterificagdo, influenciando assim o equilibrio (KAIEDA et al., 1999). As
lipases possuem a caracteristica unica de atuar na interface entre uma solugdo
aguosa e uma fase organica, por isso a atividade da lipase geralmente
depende da area interfacial. A agua facilita o aumento da éarea interfacial
disponivel, assim ajuda a manter a atividade da lipase. No entanto, 0 excesso

de agua pode tornar a lipase mais flexivel e levar a algumas reacgdes colaterais
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indesejadas, como a hidrolise, especialmente no processo de transesterificagdo
(TEIXEIRA et al., 2010).

No teor de agua ideal, a hidrdlise de éster € mantida no nivel minimo, o
gue assegura o maior grau de transesterificacdo e producéo de biodiesel. Baixa
atividade de agua (baixo teor de &gua livre) em reacdes afeta positivamente a
sintese de ésteres de acidos graxos, mas o efeito deste parametro sobre a
produtividade de transesterificacdo ndo é tdo inequivoco (ANTCZAK et al.,
2009; BAJAJ et al., 2010).

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

De acordo com Hsieh et al., (2006) a razdo molar dos substratos
normalmente € um dos parametros mais importantes nas reacfes de
esterificacdo enzimatica. Desde que a reacdo € reversivel, um aumento na
concentracdo de um substrato pode deslocar o equilibrio quimico, resultando
em maiores conversdes. Por outro lado, altas concentragdes podem reduzir a
taxa de reacdo devido ao efeito de inibicdo. A razdo molar 6leo/etanol é uma
das varidveis mais importantes que afeta o rendimento da reacdo. A relacéo
estequiométrica de transesterificacdo requer trés moles de alcool e um mol de
triglicerideos para produzir os trés moles de ésteres etilicos e um mol de
glicerol. No entanto, a transesterificacdo € uma reacdo de equilibrio em que
uma alta propor¢cdo molar é usada para deslocar a reacdo para a direita, no
sentido de obtencdo dos produtos. Ao usar o sistema de ultrassom, a
quantidade de alcool requerida pode ser reduzida (YU et al., 2010).

Segundo o trabalho de Batistella et al., (2012), realizado em ultrassom,
a maior conversao em ésteres etilicos utilizando a enzima Novozym 435
(66,9%) foi obtida no ensaio de maior temperatura (70 °C) e concentracao de
enzima (20%) e nas menores concentracbes de agua (5%), razdo molar
(6leo/etanal) (1:3) e poténcia 40% de 132 W.
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Conforme o trabalho de Ceni et al., (2010), a melhor converséo (29%)
para a producéo enzimatica de gliceril benzoato foi alcangcada com 50 °C, razéo
molar entre os substratos de 1:1, concentracdo enzimatica de 10% em peso da
Novozym 435, adigdo de 5 mL de 2-propanol, taxa de agitagdo de 150 rpm em

36 horas de reacao.
5.3.3 Delineamento Composto Central Rotacional 2°

Apbés a determinacdo das varidveis significativas realizou-se um
delineamento composto central rotacional 2°, totalizando 11 experimentos, para
verificar a influéncia das variaveis temperatura e concentracdo de enzima.
Como no planejamento PB-12 a concentracdo de agua apresentou efeito
significativo negativo, esta variavel foi mantida constante em seu nivel inferior
(0%) neste segundo planejamento. A razdo molar 6leo/etanol foi mantida fixa
em 1:3 e a poténcia de ultrassom em 52,8 Watts. Foram investigadas nesta
etapa a concentracdo de enzima e a temperatura, tendo em vista o fato de
saber-se que a temperatura pode afetar diretamente a atividade enzimatica.

A Tabela 11 apresenta a matriz do planejamento de experimentos 22
para a producdo enzimatica de ésteres etilicos em ultrassom em sistema livre
de solvente.

De acordo com a Tabela 11, pode-se observar que as conversdes mais
elevadas foram obtidas nos experimentos 3 (85,7%); 4 (84,6%) e 8 (84,6%),
nas temperaturas de 63; 77 e 70 °C, nas concentracdes de enzima de 27 e
30% (m/m), respectivamente. Ao compararmos 0s resultados aqui obtidos com
os resultados do estudo cinético prévio e do planejamento Plackett & Burman,
onde foi encontrado um rendimento de 75% em ésteres etilicos utilizando 20%
(m/m) de enzima e 70 °C percebe-se uma pequena diferenca entre as
conversdes obtidas. Levando em consideracgdo o alto custo da enzima, onde, 1
Kg da mesma custa aproximadamente dois mil reais, optou-se por trabalhar
com a concentracdo de 20% (m/m em relacdo a massa de substratos) de

enzima.
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Tabela 11: Matriz do delineamento composto central rotacional 2?2 (DCCR) para

otimizacdo da producdo enzimatica de biodiesel em ultrassom em sistema livre

de solvente.
Conversao de

Ensaio Temperatura [E] triglicerideos em
(°C) ésteres (%, m/m)

1 -1 (63) -1 (13) 54,13

2 1(77) -1 (13) 57,13

3 -1 (63) 1(27) 85,70

4 1(77) 1(27) 84,59

5 -1,41 (60) 0 (20) 76,56

6 1,41 (80) 0 (20) 73,38

7 0 (70) -1,41 (10) 49,90

8 0 (70) 1,41 (30) 84,57

9 0 (70) 0 (20) 68,22

10 0 (70) 0 (20) 71,67

11 0 (70) 0 (20) 68,03

Batistella (2011) obteve em seu trabalho um rendimento de 57% em
ésteres etilicos utilizando a enzima Novozym 435 em sistema com solvente
organico (n-hexano), utilizando ultrassom, nas seguintes condi¢des: 27,1%
(m/m) de enzima, 4 horas de reagéo e temperatura de 63 °C.

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

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

temperatura. O aumento da temperatura de reacdo também diminui a
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viscosidade do 6leo, aumentando os eventos de cavitagdo e da taxa de
formacdo da emulsdo, levando assim, consequentemente, a um maior
rendimento em biodiesel (ANTCZAK et al., 2009; YU et al., 2010).

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

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

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

Yu et al., (2010) variaram a concentracdo de enzima (Novozym 435)
para a producdo de biodiesel em sistema de utrassom, de 0 a 10% com base
na massa do 6leo, e verificaram que aumentando a concentracdo de enzima
também houve um aumento na conversdo em biodiesel (96% metil ésteres de
acidos graxos).

De acordo com Karra-Chaabouni et al., (2006), as moléculas da enzima
na superficie externa das particulas sdo expostas a altas concentracdes de
substrato, mas o transporte de massa poderia limitar drasticamente a

concentragdo de substrato no interior das particulas. Baixas atividades do
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biocatalisador reduzem a eficiéncia da enzima, ndo aumentando a conversao
da reagéao.

Babicz et al., (2010) avaliaram o efeito da concentracdo de enzima (1 e
2%, m/m) na hidrélise de 6leo de soja em ultrassom (frequéncia de 47 kHz e
poténcia de 125 W) e observaram que quando utilizado 1% (m/m) de Lipozyme
TL IM em 1,5 horas, o rendimento foi de 40%, no entanto quando utilizado 2%
(m/m) da mesma enzima, o rendimento foi de 32%, em 3 horas. Os autores
avaliaram o efeito da concentracdo de enzima utilizando as enzimas Lipozyme
RM IM e Novozym 435. Com a Lipozyme RM IM a concentracédo de 1% (m/m)
apresentou um rendimento de 41% enquanto 2% (m/m) de enzima 34%. A
Novozym 435 apresentou rendimento de 32% quando utilizado 1% (m/m) de
enzima e 30% com 2% (m/m) de enzima, mostrando que com menores
concentracbes de enzima melhores rendimentos com as duas enzimas
testadas foram obtidos.

Os resultados apresentados (Tabela 11) referentes a conversao de
triglicerideos em ésteres foram tratados estatisticamente para a avaliacdo dos
efeitos de cada variavel independente sobre a resposta. A Tabela 12 apresenta
0s coeficientes de regressao e 0s respectivos erros obtidos para o modelo

matematico.

Tabela 12: Anéalise dos efeitos das variaveis sobre a conversao em biodiesel,

referente aos resultados apresentados na Tabela 11.

Coeficiente de  Erro Padrao t(5) p-valor
Regressao
Média 69,30 1,33 52,00 0,00
Temperatura (L) -0,32 0,82 -0,39 0,70
Temperatura (Q) 2,66 0,97 2,73 0,04
[E] (L) 13,53 0,81 16,55 0,00
[E] (Q) -1,23 0,97 -1,25 0,26

Temperatura L x [E] L -1,03 1,15 -0,89 0,41
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A Equacdo 7 apresenta o modelo codificado gerado pela andlise de
regressao:

Y=69,30 — 0,32.T + 2,66.T?+ 13,52 [E] — 1,22 [E]*~ 1,02 T. [E]  (Equagéo 7)

Onde Y ¢ a conversdo em Esteres Etilicos (%), T e [E] sdo os valores
codificados de temperatura e concentracao de enzima, respectivamente.

O modelo codificado de 22 ordem representado pela Equacédo 7,
validado pela analise de variancia, foi usado para gerar as superficies de
resposta e curva de contorno para a producdo enzimatica de biodiesel em
sistema livre de solvente em banho de ultrassom em funcéo da temperatura e

da concentracdo de enzima, as quais estdo apresentadas na Figura 17 (a e b).

Figura 17: Superficie de resposta (a) e curva de contorno (b) para a producao

enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom
em funcdo da temperatura e da concentracdo de enzima.
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Concentragdo de Enzima (%)

Temperatura (°C)

(b)

Através da Figura 17 (a e b) pode-se observar que a temperatura e a
concentracdo de enzima apresentam efeito positivo na conversdo em ésteres
etilicos, conforme explanacao ja apresentada anteriormente.

Foi realizada a Analise de variancia (ANOVA) para verificar a validade
do modelo matematico a 95% de confianca, apresentada na Tabela 13, que
mostra a soma dos quadrados (SQ), os graus de liberdade (GL) e os
quadrados médios (QM) do tratamento (termos do modelo), dos residuos
(diferenca entre experimentos e termos do modelo) e do total (experimentos) e
o F calculado (quociente entre os quadrados médios dos tratamentos e dos
residuos).
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Tabela 13: Analise de Variancia (ANOVA) das variaveis sobre a conversao em
biodiesel, referente aos resultados apresentados na Tabela 12.

e) GL QM F calc
Regressao 1529,427 5 3058855 57,3955
Residuo 26,647 5,329432
Total 1556,074 10

R°=0,98; Fi.p=5.32

O valor de F reflete a razdo da soma quadratica média devido a
regressao pela soma quadratica média devido ao erro e indica a significancia
de cada fator do modelo. Na Tabela 13 o valor calculado de F foi 57,39, o qual
€ aproximadamente 11 vezes maior que o valor tabelado, mostrando que o
modelo é estatisticamente significativo. O coeficiente de determinacéo (R?) de
0,98 sugere que o modelo gerado a partir dos dados da Tabela 12 pode
explicar 95% da variagao total dos resultados.

De acordo com os resultados obtidos neste planejamento e o discutido
anteriormente, pode-se considerar como condigcdo Otima de trabalho a
temperatura de 70 °C, razdo molar 1:3 (6leo/etanol), poténcia de 52,80 W e

20% de enzima (m/m em relacdo a massa de substratos).

5.3.4. Efeito da concentrac&do da enzima

Ap6s a consecucdo do Delineamento Composto Central Rotacional 22,
realizou-se um estudo cinético para verificar a melhor concentracédo de enzima
a ser utilizada. Com a condicéo ja otimizada em 70 °C, 52,80 W e razdo molar
(6leo/etanol) 1:3, variou-se o tempo em 15 e 30 minutos, 1 a 7 horas, a
concentracédo da enzima em 1, 3, 5,10, 20, 25, 30 e 40% (m/m). Os resultados

obtidos em termos de rendimento em biodiesel sdo apresentados na Figura 18.
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Figura 18: Avaliagdo da cinética da reacdo em fungcdo da concentracdo de
enzima em termos de conversdo de triglicerideos em biodiesel, na condigdo

experimental otimizada no planejamento de experimentos.
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De acordo com a Figura 18 observa-se que ap6s 1 hora de reacgéo, nas
concentracbes de enzima de 10, 20, 25, 30 e 40% obteve-se uma converdes
de triglicerideos para ésteres etilicos de 68,6; 70,4; 78,4; 77,7 e 86,4%.

Ainda de acordo com a Figura 18, nota-se uma pequena diferenca no
rendimento em ésteres etilicos nas condicdes testadas, o que nos permite
determinar a concentracdo de enzima em 20% (m/m) num tempo de 1 hora,
admitindo que n&o h& necessidade de usar uma concentracdo maior de
enzima, nem um tempo maior de reacdo, jA que a variavel tempo e as
concentracOes testadas apresentam um resultado semelhante, considerando
também o alto custo da enzima.

Um excesso de enzima no meio reacional poderia contribuir para uma
diminuicdo da conversdo da reacdo, uma vez que elevadas concentracdes de
enzima podem propiciar a formacéo de aglomerados, tornando o sitio ativo da
enzima indisponivel para os substratos (KARRA-CHAABOUNI et al., 2006).

Liu et al.,, (2008) avaliaram o efeito da concentracdo de enzima na

hidrolise de oOleo de soja, estudaram os intervalos de 0,1; 0,55; 1; 2 e 3% de
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lipase de C. lipolytica em sistema livre de solvente utilizando ultrassom. A taxa
de reacdo mostrou um aumento em fungdo da concentragdo de 0,1% para
0,55% e de 0,55% para 3%, respectivamente. Nao foi observada diminuicdo da
taxa de reacdo com o aumento da concentracdo da enzima. Com base nestes
resultados, os autores acreditam que haja uma concentragdo de enzima critica
(0,55%, neste caso), acima do qual a interface de reacdo esta saturada.

A reacdo convencional de esterificacdo/transesterificacdo para a
producdo de biodiesel tende a ser lenta e a separacao de fases de glicerina &
demorada. A producdo de biodiesel em ultrassom reduz o tempo de
processamento e tempo de separacao de fase. O ultrassom também ajuda a
diminuir a quantidade de catalisador necessarios em até 50%, bem como a
guantidade de metanol em excesso, devido ao aumento da atividade quimica

na presenca de cavitacdoes (KUMAR et al., 2011).

5.3.5. Efeito da razdo molar entre os substratos

A Figura 19 apresenta a cinética de transesterificagdo do 6leo de soja
com etanol e com a Novozym 435 em diferentes concentracées de enzima (1,
3, 5 e 10%, m/m, com base na massa de substratos) e razdo molar (1:3, 1.6 e
1:9), temperatura fixa de 70 °C e irradiacao ultrassénica de 52,80 W.

N&o h& dados na literatura sobre o efeito da razdo molar substrato
sobre a transesterificacdo enzimatica para a producdo de ésteres etilicos sob
um sistema de ultrassom. A razdo molar de metanol ao 6leo também € fator
importante que afeta a producéo de ésteres de acidos graxos. Embora a razéo
molar de metanol ao 6leo necessario para completar a transesterificacdo € de
3:1, uma quantidade excessiva de metanol é util para deslocar a reacdo para a
formacdao ésteres de acidos graxos (THANH et al., 2010).

A taxa de uma reacédo catalitica da enzima depende da concentracéo
de enzima e substrato. A variacdo da propor¢cao de substrato pode ter efeito
significativo sobre a taxa da reacéo.

No trabalho de Yu et al.,, (2010), a atividade da Novozym 435 na

producdo de biodiesel sob acdo do ultrassom foi avaliada pela variagdo da
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poténcia do ultrassom (40-100%), teor de &gua (0-4%), solventes, relacéo
Oleo/solvente, relagdo metanol/6leo (1:1-6:1), dosagem de enzimas (0-10%) e
temperatura da reacao (30-70 °C). As condi¢cfes Otimas obtidas foram de 50%
de poténcia, 0,5% de agua, 1:1 de alcool terc-amilico/6leo, 6:1 de metanol/6leo,
6% de enzima e 40 °C, nestas condi¢des foram obtidos 96% de conversédo em
etil ésteres ap6s 4 horas de reacdo. Como 0 aumento da quantidade de
metanol, mais bolhas podem ser geradas por causa das eventuais cavitacoes,
melhorando assim a reacdo. Com o aumento da razdo molar de substrato, a
atividade enzimatica diminuiu gradualmente, provavelmente devido ao efeito
inibitério de metanol na enzima. Entdo, a razdo molar de 6:1 foi considerada

como a razao molar de substrato ideal.

Figura 19: Cinética da transesterificacdo do 6leo de soja com etanol e com
Novozym 435 em diferentes concentracdes de enzima (1%, 3%, 5% e 10%,
m/m) e razdo molar de substrato (1:3, 1:6 e 1:9). Temperatura de 70 °C e

poténcia ultrassonica de 52,80 W.
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A relagdo molar substrato geralmente é um dos parametros mais
importantes em reacdes de esterificacdo enzimética. Uma vez que a reacao é

reversivel, um aumento na concentracdo de um substrato pode deslocar o
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equilibrio quimico para a formacdo de produtos, resultando em conversfes
mais elevadas (CHANG et al., 2009; BURHAM et al., 2009).

Normalmente, em sistemas organicos de solventes, um ligeiro excesso
de alcool (mais que o alcool necessario para a estequiomeétrica, razdo molar de
4-5:1) é necessario para alcancar um rendimento satisfatério no processo de
transesterificacdo. Em sistemas livres de solvente, deve-se utilizar pequenas
proporcdes de alcool (ANTCZAK et al., 2009).

5.3.6. Reutilizacdo da enzima Novozym 435 na producdo enzimatica de

biodiesel em sistema livre de solvente em banho de ultrassom

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

Devido ao custo elevado da enzima, a reutilizacdo da mesma é um
fator essencial para a producdo de biodiesel em nivel industrial. Os estudos de
reutilizacdo do catalisador foram realizados para investigar a estabilidade da
enzima sob a radiacao ultrassénica apés sucessivos ciclos de uso. A Figura 20
apresenta os resultados experimentais de conversdo de ésteres etilicos e a
respectiva atividade enzimatica residual apds cada ciclo. Como apresentado na
Figura 20, a enzima Novozym 435 manteve atividade durante 2 ciclos,

perdendo a sua atividade a partir do terceiro ciclo.
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Figura 20: Atividade de esterificacdo da Novozym 435 apés cada ciclo de uso
para producdo enzimética de biodiesel em sistema livre de solvente em banho
de ultrassom.
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Analisando os resultados obtidos pode-se afirmar, através da Figura
20, que a atividade enzimatica diminui consideravelmente conforme cada etapa
de reuso da enzima. A atividade inicial foi de 46,9 U/g, no primeiro ciclo a
atividade se manteve em 46,1 U/g, no segundo ciclo ficou em torno de 29,5 U/g
e no terceiro e quarto ciclos a enzima néo apresentou atividade.

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

O reuso do biocatalisador enzimatico foi realizado para a condicéo
otimizada, isto €, sem adi¢édo de agua, e de acordo com Rahman et al., (2012),
a lipase em meio ndo aquoso muitas vezes sofre reducdo de atividade,

seletividade e de estabilidade.
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De acordo com a Figura 20 pode-se verificar que conforme a atividade
de esterificacdo diminui, também observa-se uma queda na conversao em
ésteres etilicos. Por exemplo, no primeiro reuso obteve-se 46,10 U/g de
atividade e 73,68% de ésteres étilicos. JaA no segundo reuso obteve-se uma
atividade de 29,5 U/g e 9,27% em ésteres etilicos. No terceiro e quarto ciclos
obteve-se conversdes em ésteres etilicos de 6,22% e 3,65%, respectivamente.

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

Ceni et al., (2011) investigou a atividade de esterificagdo residual e o
produto de conversdo apdés 10 sucessivos ciclos de utilizacdo da lipase
comercial Novozym 435 em trés sistemas diferentes: esterificagdo do 2-etil-
hexanol e acido palmitico em sistema livre de solvente; esterificacdo de acido
ascorbico e acido palmitico em terc-butanol, e a transesterificagdo de glicerol e
benzoato de metila em 2-propanol. Ceni et al., (2011) avaliou os varios ciclos
de utilizacdo do biocatalisador. A esterificacdo de 2-etil hexanol mostrou que,
apos 10 ciclos, a enzima manteve 90% da sua atividade. O sistema que
consiste em acido ascoérbico, acido palmitico, Novozym 435 e terc-butanol,
mostrou uma reducao da atividade da enzima acompanhada de uma reducao
na conversao da reacao, o mesmo nao foi observado para o terceiro sistema.

Nos experimentos realizados por Ceni (2010) pode ser observado que
a lipase Nozozym 435 apresentou atividade residual estavel nos 5 primeiros
ciclos de utilizacdo. A partir do 6° ciclo, a enzima apresentou reducéo de cerca

de 30 a 40% de atividade, e mesmo ap0s 240 horas de reacdo a reducdo da
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atividade da lipase néo foi superior a 40%. A conversao de benzoato de 1-
glicerila manteve-se constante nos 10 ciclos de utilizacdo (cerca de 13,5%),
mesmo apos reducdo da atividade enzimatica. Uma possivel hipotese para
tentar elucidar este fato pode estar relacionada ao excesso de enzima nas
condig¢des iniciais, pois mesmo com reducao de 30 a 40% da atividade inicial
da enzima foi possivel a manutencdo da conversdo. O estudo de ciclos de
reuso da lipase nas condi¢cdes experimentais investigadas foi conduzido por um
tempo de 24 horas, ao que se deve a menor conversao obtida, cerca de 18%
no primeiro ciclo e em torno de 13,5% nos demais, do que quando comparada
aos resultados obtidos com tempo reacional de 36 horas.

Com o mesmo procedimento, Hajar et al., (2009) avaliaram os ciclos de
reuso da enzima Nozozym 435 na metanolise enzimética de 6leo de canola em
sistema livre de solvente. A reacao foi conduzida por 5 ciclos, totalizando 432
horas, e a conversédo foi mantida em cerca de 97%. Contudo, 0s autores n&o
reportaram dados sobre a atividade enzimatica residual.

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

Brigida et al., (2008) avaliaram a utilizacdo de residuo de coco verde
como suporte para a lipase de Candida antarctica tipo B (CAL B). Os autores
avaliaram os ciclos de reuso da enzima imobilizada comparando com os
resultados obtidos com Novozym 435. A enzima imobilizada em residuo
agroindustrial, apos o terceiro ciclo de hidrolise, apresentou atividade residual
inferior a 50% da atividade inicial, enquanto a Novozym 435 manteve mais de
70% de atividade ap0s o décimo ciclo. No entanto, na sintese do butirato de
butila, a CAL B imobilizada em fibra de coco mostrou boa estabilidade
operacional quando comparada a Novozym 435, mantendo 80% de sua
atividade inicial apds o sexto ciclo de reagéo.

A utilizacdo de solventes organicos em sintese enzimatica possibilita a

facil recuperacédo do produto e em muitos casos ainda pode ser observado um
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aumento da atividade catalitica da enzima, uma vez que o solvente pode torna-
las mais ativas (GOTOR-FERNANDEZ et al., 2006).

Batistella et al., (2012) verificaram que, para a producao enzimatica de
ésteres etilicos de acidos graxos usando 6leo de soja e etanol como substratos
sob sistema de ultrassom em solvente organico, apos 8 ciclos sucessivos de
uso, a atividade Novozym 435 permanece quase constante, apontando a
estabilidade da enzima, mas o rendimento de ésteres da reacéo
inevitavelmente foi reduzido conforme o numero de ciclos foi aumentando.

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

Em um estudo realizado por Yu et al., (2010), pode-se observar que o
uso de solvente organico ajudou a manter a atividade enzimatica durante cinco
ciclos. Uma queda de (4%) na atividade da enzima foi observada apés cinco
usos. Segundo o autor, as reacdes foram realizadas com alcool terc-amilico (4
mL), 6leo de soja (4 mmol), metanol (24 mmol), poténcia ultrassbnica de 50%
(500 W e frequéncia de irradiacdo de 40 kHz), enzima Novozym 435 (6%
baseado no peso do 6leo), contetido de 4gua de 0,5%, temperatura de 40 °C e
vibracdo 50 rpm sob irradiacdo ultrassdnica em 2 horas. Cumpre mencionar
gque 0s autores apresentam apenas resultados em termos de atividade
enzimatica e nao em termos de conversao do processo.

No trabalho realizado por Raita et al., (2010), foi desenvolvido um
biocatalisador heterogéneo (PCMCs — proteina revestida de microcristais) que
foi preparada através de uma enzima comercial de Aspergillus recombinante e
uma lipase de Thermomyces lanuginosus, para sintese de biodiesel a partir de
Oleo de palma por etandlise. As reacdes continham 500 mg de Oleo de palma e

razdo molar 6leo:alcool de 1:4, com 20% (p/p baseado em TAG) de lipase-
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PCMC, razdo molar 1:1 de Oleo:solvente. As reacfes foram mantidas a 45 °C
por 24 h. Foi aumentada a estabilidade do catalisador através da lavagem do
mesmo com terc-butanol (resultados n&o obtidos sem a lavagem ou utilizando
acetona). Isso permitiu a reutilizacdo do biocatalisador por 8 ciclos
consecutivos com 77,5 — 84,8% de rendimento em produto. OsS mesmos
autores utilizaram a Novozym 435 nas mesmas condicdes e obtiveram
rendimentos de 79,5 - 86,2%.

Uma possivel explicacdo para a perda de atividade enzimatica
observada no estudo da reutilizagdo em sistema livre de solvente pode estar
relacionado com o efeito estabilizador do solvente organico, como ele pode
ajudar a manter a estrutura terciaria da enzima. A adicdo de um solvente para o
meio de reacdo sob o sistema de ultrassom também pode influenciar a
transferéncia de massa. Baixas intensidades de ondas ultrassonicas favorecem
o fluxo de reagentes ao sitio ativo da enzima, favorecendo a reacdo. No
entanto, a intensidade ou o tempo de irradiacdo pode levar a inactivacdo da
enzima pelo colapso cavitational (ZHU et al., 2010).

Percebe-se que as ondas de ultrassom podem interferir nas
caracteristicas da enzima, modificando a sua estrutura como uma resposta a
perturbacdo causada pela dinamica ultrassom (HOSHINO et al., 2006). Poucos
estudos sobre o efeito do ultrassom no ambito da atividade da enzima séo
apresentados na literatura, mostrando resultados contraditérios de ativacédo ou
desativacdo. Diferente da tradicional inativacdo pelas altas temperaturas, o
processo de sonicacdo ndo afeta os sitios ativos da enzima. Esta observacédo
ja foi demonstrada para a-amilase, lacase, peroxidase e fosfatase alcalina
(BASTO et al., 2007; TAUBER et al., 2008).

O uso de enzimas livres resulta em dificuldades técnicas, sendo
praticamente impossivel a recuperacéo e reuso das mesmas, 0 que incrementa
0s custos econdmicos do processo, além de promover a contaminacdo do
produto com atividade enzimatica residual. Essas dificuldades podem ser
superadas pelo uso de enzimas na sua forma imobilizada, permitindo o reuso
desse biocatalisador varias vezes, reduzindo custos e ainda melhorando a
gualidade do produto obtido (DABDOUB et al., 2009).
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Como base nos resultados obtidos para a producdo de biodiesel
enzimatico em sistema de ultrassom, livre de solvente organico e em modo
batelada apresentados até o momento, realizou-se um estudo comparativo com

0 modo continuo de producéo apresentado a seguir.

5.4 PRODUCAO DE BIODIESEL EM MODO CONTINUO

Existem dois procedimentos basicos para a sintese de biodiesel,
batelada e continuo, que pode ser realizado a temperatura ambiente ou mais
elevadas, a pressdo atmosférica ou elevada, na presenca ou auséncia de
catalisadores adequados. No método batelada, as fases de reacdo e da
separacao sao geralmente efetuadas no mesmo tanque, de modo que requer
um maior volume do reator e tempos de reacéo e separa¢do mais longos e o0s
tempos de separacdo (THANH et al., 2010). O processo continuo proporciona
um menor custo de producdo, a qualidade do produto € uniforme, facilita o
controle do processo e diminuindo o volume do reator, reduz-se o tempo de
retencdo necessario para atingir conversfées desejadas (VELIJKOVI'C et al.,
2012). Diante deste fato, a seguir é apresentado o estudo realizado sobre a

producéo de biodiesel em banho de ultrassom e modo continuo de producéo.

5.4.1. Planejamento 2° - Efeito das variaveis do processo na conversdo em

biodiesel enzimético de soja em modo continuo em banho de ultrassom

A fim de avaliar o influéncia das variaveis razao molar (1:3, 1:8 e 1:13),
poténcia ultrassoénica (61,60; 107,80 e 154 W) e a vazao de alimentacdo de
substrato (0,5; 2,75 e 5mL/min) no modo contino de producéo de biodiesel por
meio de reacao de transesterificacdo, manteve-se fixa a temperatura em 65 °C
e realizou-se um planejamento 2°.

As Figuras 21, 22 e 23 apresentam a influéncia da razdo molar, da
poténcia ultrassbnica e da vazao de alimentacdo de substrato na conversdo em

biodiesel.
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Figura 21: Conversdo de triglicerideos para ésteres etilicos. Temperatura de
65 °C e vazao de alimentacdo de substrato (6leo/etanol) de 0,5 mL/min.
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Verifica-se, através da Figura 21, que apdés o segundo tempo de
reacdo, a conversdo de triglicerideos para ésteres etilicos diminuiu, de
aproximadamente 97% em 54 minutos para 92% em 81 minutos e 80% em 108
minutos; provavelmente em funcdo da formacdo e acumulo de glicerol na
superficie do catalisador, com isso o sitio ativo da enzima acaba ficando
indisponivel para o substrato.

De acordo com as Figuras 21, 22 e 23, os melhores resultados em
termos de conversdo em ésteres etilicos foram obtidos para a vazdo de
alimentacdo de 0,5mL/min pois ocorre um maior tempo de contato entre o

substrato e a enzima, e para a razado molar 6leo/etanol de 1:3.
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Figura 22: Converséo de triglicerideos para ésteres etilicos. Temperatura de

65 °C e vazao de alimentagéo de substrato (6leo/etanol) de 5 mL/min.
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Figura 23: Conversao de triglicerideos para ésteres etilicos. Temperatura de

65 °C e vazao de alimentacao de substrato (6leo/etanol) de 2,75 mL/min.
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Conforme Trentin (2010), ao aumentar o fluxo volumétrico de
alimentacdo dos reagentes, a conversdo pode ser reduzida, fato atribuido ao
menor tempo de residéncia.

Séverac et al.,, (2011) estudou a producdo de ésteres em modo
continuo utilizando éleo de girassol em um reator tipo leito fixo que consistia de
uma coluna (10 mm de diametro e comprimento de 11 cm), mantida a 60 °C e
que continha 10 g de Novozym 435. Séverac et al., (2011) também estudaram
a producéo de biodiesel em modo batelada. Para o modo batelada, as reacdes
foram realizadas em tubos de vidro, com o 6leo bruto e refinado e butanol, a
mistura foi incubada a 40 °C com a Lipozyme RM IM, Lipozyme TL IM e lipase
PS Amano IM e a 60 °C com Novozym 435. As reacdes foram mantidas sob
agitacdo magnética (250 rpm). Com este trabalho Séverac et al., (2011)
concluiram que o uso de Novozym 435 na presenca de terc-butanol, oferece
uma série de vantagens para a transesterificacdo como: (i) elevado nivel de
atividade e altos rendimentos de conversao sao obtidos, (ii) o sistema pode ser
realizado num processo continuo, sem inibicdo ou instabilidade devido a
presenca de fosfolipidos no 6leo bruto ou devido a producao de glicerol, (iii) o
catalisador faz ndo requerem a regeneracdo e a longo prazo a catélise é
possivel. Finalmente, a utilizacdo do 6leo bruto contendo antioxidante natural
vai reduzir o preco de producéo.

Silva et al., (2011) estudaram a producédo de biodiesel a partir de 6leo
de soja e bioetanol por multiplos estagios em reator Ultra-Shear (USR). As
experiéncias foram realizadas nas seguintes condicdes: tempo de reacao de 6
a 12 min, concentracdo de catalisador de 0,5% a 1,5% em peso de Oleo de
soja; razdo molar de etanol: 6leo de 6:1 e 10:1. Para investigar a influéncia das
variaveis do processo na conversdo em biodiesel utilizou o delineamento
experimental e a melhor conversdo em éster etilico foi 99,26% em peso, para
razdo molar etanol: 6leo de soja de 6:1, concentracdo de catalisador de 1,35%
e com tempo de reagéo de 12 minutos.

Batistella et al., (2012) relataram a transesterificacdo do 6leo de soja
com etanol utilizando duas lipases comerciais imobilizada, sob a influéncia de

irradiacdo de ultrassom em modo batelada. ApOs avaliagdo dos efeitos da
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concentracdo de enzima, temperatura, concentracbes de agua, razdo molar
Oleo/etanol, irradiacdo ultrassbnica sobre o rendimento da reacdo, o0s
resultados mostram que a transesterificacdo assistida por ultrassom, catalisada
por lipase pode ser uma via potencial alternativa para o método alcalino
catalisado convencional, dado aos altos rendimentos da reagdo 90% foram
obtidos a sob irradiagéo ultrassonica de 100 W, e temperatura de 60 °C em um
tempo de reacao relativamente curto 4 h, usando como catalisador a enzima
Lipozyme IM RM, a utilizagdo repetida do catalisador sob a condicdo
experimental 6tima resultou num declinio tanto da atividade da enzima como da
conversdoem ésteres apos dois ciclos. O uso de enzima Novozym 435
conduziu a conversfes mais baixas cerca de 57%, mas a atividade enzimatica
manteve-se estavel apos oito ciclos de utilizacdo, mostrando, contudo, uma
reducdo na conversao do produto apds o quarto ciclo.

Em relacdo a atividade enzimatica da enzima Novozym 435 pode-se
observar, de acordo com a Tabela 14, que a mesma mantém sua atividade em

todas as condicOes estudadas (atividade inicial de 48,6 U/g).

Tabela 14: Atividade de esterificacdo da enzima Novozym 435 apds reacao de

transesterificacdo do 6leo de soja em modo continuo.

Ensaio Razdo molar Poténcia Vazao de Atividade
(Watts) alimentacdo (mL/min) Enzimatica (U/g)
1 -1 (1:3) -1(61,60) -1(0,5) 48,01
2 1(1:13) -1(61,60) -1(0,5) 42,20
3 -1(1:3) 1(154) -1(0,5) 47,25
4 1(1:13) 1(154) -1(0,5) 50,80
5 -1(1:3) -1(61,60) 1(5) 51,35
6 1(1:13) -1(61,60) 1(5) 45,01
7 -1(1:3) 1(154) 1(5) 43,16
8 1(1:13) 1(154) 1(5) 50,07
9 0(1:8) 0(107,80) 0(2,75) 42,44
10 0(1:8) 0(107,80) 0(2,75) 46,41

11 0(1:8) 0(107,80) 0(2,75) 48,10
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A atividade da enzima da Novozym 435 em reacfes de
transesterificacdo € aumentada pela irradiagdo ultrassonica (FAN et al., 2010;
WANG et al., 2007; VELIKOVI'C et al., 2012).

De acordo com Gole e Gogate (2012), a selecédo da razdo molar 6tima
€ um parametro crucial para a sintese de biodiesel. Maior propor¢gdo molar
(excesso de &lcool) é geralmente necessaria a fim de manter o equilibrio da
reacdo. O coeficiente de transferéncia de massa € aumentado devido a
formacdes e colapso de bolhas perto da fase cavitational entre as fases de Oleo
e de metanol. Operar com menor quantidade de metanol também pode ajudar
na reducédo dos custos global de processamento.

5.4.2 Aprimoramento da conversao de triglicerideos em ésteres etilicos

Para recuperar a conversdo de triglicerideos em ésteres etilicos
realizou-se a passagem de solventes organicos a cada trés tempos de reacéo.
Avaliou-se o0 uso dos solventes organicos iso-propanol, hexano e etanol, com o
intuito de remover o glicerol acumulado na superficie do suporte da enzima.

A Figura 24 compara a reacao para remocao do glicerol utilizando
adicdo de 10% de iso-propanol em relacdo a massa total do 6leo de soja e
etanol utilizadas na reacdo com razdo molar de 1:3, com a reac¢ao utilizando a
passagem do solvente orgéanico iso-popanol para a lavagem, no reator, a cada
trés tempos de reagcdo. Esta “lavagem” foi realizada em uma vazdo de
alimentacdo de 5 mL/min, maior que a utilizada na reacdo, com o intuito de

uma remocao mais eficaz.
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Figura 24: Conversao de triglicerideos para ésteres etilicos — efeito do iso-
propanol. Temperatura de 65 °C, vazdo de alimentagdo de substrato
(6leo/etanol) de 0,5 mL/min, poténcia ultrassénica de 61,60 W, razdo molar
(6leo se soja:etanol) 1:3 para reacdo com passagem de iso-propanol e reacao

com adicao de 10% de iso-propanol em relacdo a massa total de substrato.
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Conforme dados expostos na Figura 24 verifica-se que a adicdo de 10%
do alcool iso-propanol na mistura reacional ndo contribuiu para a reacdo de
transesterificacdo, e a converséo de triglicerideos em ésteres diminui, pois em
54 minutos de reacdo, observa-se uma conversdo de aproximadamente
89,07% em ésteres etilicos e com a adi¢do dos 10% de iso-propanol na mistura
reacional observa-se para o mesmo tempo de reacao 75% em ésteres, além de
gue esta reacao apresentou 0 mesmo comportamento da reacao cinética sem
utilizacdo de solvente organico, isto é, nos primeiro tempos de reacdo ocorre
uma maior conversao e apos uma queda da mesma. Por meio da Figura 24 é
possivel verificar também que quando realizou-se a passagem do solvente
organico iso-propanol, a cada trés tempos de reacao, ndo foi possivel aumentar

a conversao em ésteres.
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Com base nestes resultados testou-se a passagem de outros solventes
organicos como o hexano e o etanol e variou-se a poténcia ultrassonica de
61,60 para 154 W. Os resultados obtidos nesta etapa sdo apresentados na
Figura 25 (a e b).

Figura 25: Conversdo de triglicerideos em ésteres etilicos — efeito da
passagem de hexano e etanol e da poténcia ultrassonica. (a) Temperatura de
65 °C, vazao de alimentacéo de substrato (6leo/etanol) de 0,5 mL/min, poténcia
ultrassénica de 61,60 W, razdo molar (6leo se soja:etanol) 1:3 e realizacdo de
passagem de solvente organico hexano e etanol. (b) Temperatura de 65 °C,
vazdo de alimentacdo de substrato (Oleo/etanol) de 0,5 mL/min, poténcia
ultrassoénica de 154 W, razdo molar (6leo se soja:etanol) 1:3 e realizacao de

passagem de solvente organico hexano e etanol.
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De acordo com a Figura 25 pode-se concluir que a tentativa de remocao
do glicerol da superficie do catalisador enzimatico ndo surtiu efeito com
nenhum dos solventes testados, e comparando o uso do etanol e hexano pode-
se observar que o etanol apresentou melhor desempenho que o hexano. Em
relacdo a poténcia do equipamento, verifica-se que ao trabalhar com uma
poténcia intermediaria de 61,60 W obtém-se melhores conversoes.

Em relacdo a atividade da enzima ao final dos experimentos (Tabela 15),
para a reacdo de transesterificacdo com razdo molar 1:3 (6leo/etanol), vazdo
de alimentacédo de 0,5 mL/min, 61,60 e 154 W de poténcia observou-se que a

enzima ndo apresentou perda significativa da atividade.
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Tabela 15: Atividade de esterificacdo enzimética apos realizagdo de passagem
de solvente orgéanico na reacdo de transesterificacdo enzimética de 6leo de

soja em modo continuo em banho de ultrassom.

Poténcia (Watts) Solvente Orgéanico Atividade Enzimética (U/g)
61,60 Hexano 47,27
61,60 Etanol 42,04
154,00 Hexano 48,83
154,00 Etanol 38,49

Apos realizacdo de passagem de solvente organico, iso-propanol, etanol
e hexano, realizou-se andlise de glicerol da amostra coletada através do
método de periodato de sddio descrito por Cocks e Nan Rede (1966).

Tabela 16: % de glicerol, apés passagem de solvente organico.

Poténcia (Watts) Solvente Orgéanico Glicerol (%)
61,60 Hexano 5,57
61,60 Etanol 27,52
61,60 Iso-propanol 12,18

154 Hexano 2,7
154 Etanol 55

A Tabela 16 comprova a formacédo e acumulo do glicerol no interior do
reator e na enzima utilizada como catalisador. Por meio destes resultados
pode-se comprovar também que a passagem de solvente organico nao se

mostrou eficaz para a remocao do glicerol.
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5.4.3 Efeito da poténcia ultrassdnica e da razdo molar Oleo/etanol na
conversdo em biodiesel obtido a partir da transesterificacdo enzimatica

de 6leo de soja em modo continuo e em banho de ultrassom

A razdo molar 6leo/élcool é uma importante variavel que influencia na
conversdo em ésteres de &cidos graxos. A estequiometria da reacdo requer
uma razéo oleo:alcool de 1:3 para a producdo de 3 moles de ésteres de acidos
graxos e 1 mol de glicerol. No entanto, a reacao de transesterificacdo pode ser
favorecida pelo deslocamento de seu equilibrio em direcdo a formacéo dos
ésteres através do aumento da razdo molar de &lcool para 6leo (LEUNG et al.
2010).

A fim de verificar a influéncia que a poténcia do ultrassom exerce sobre
a reacao de transesterificacao avaliou-se as poténcias de 61,60 e 154 W para a
razdo molar (6leo/etanol) 1:3 e as poténcias de 0 e 154 W para a razao molar

(6leo/etanol) 1:6 para temperatura de 65 °C, conforme Figura 26 (a e b).

Figura 26: Efeito da poténcia do ultrassom e da razdao molar sobre a conversao
de triglicerideos em ésteres etilicos em modo continuo. (a) Razdo molar
(6leo/etanal) 1:3, 65 °C, poténcia ultrassbnica 61,60 e 154 W. (b) Razdo molar

(6leo/etanol) 1:6, 65 °C, poténcia ultrassénica de 0 e 154 W.
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Por meio da Figura 26 pode-se verificar que tanto o excesso de alcool,
guanto a poténcia ultrassdnica, ndo contribui para a reagdo de conversao de
triglicerideos em ésteres etilicos, visto que para a poténcia de 154 W obteve-se
55,60, 48,39 e 29,18% em ésteres para 0s tempos de reacao de 27, 54 e 81
minutos e razdo molar (6leo/etanol) 1:6. Para a razdo molar (6leo/etanol) 1:3,
obteve-se 80,55, 86,83 e 88,12% em ésteres etilicos para a mesma poténcia
ultrassonica e tempos de reacao.

Stavarache et al., (2007b), utilizando ultrassom para 0 processo
continuo de transesterificacdo do 6leo de palma, relataram conversédo de 90%,
um tempo de residéncia de 20 min com propor¢cdo molar de 1:6 de 6leo para
metanol.

Brito et al.,, (2012) investigaram o efeito da concentragcdao de
catalisador, o tempo de reacdo e a razdo molar de etanol para 6leo na
producdo de biodiesel assistida por ultrassom, utilizando catalise homogénea
para a etandlise do 6leo de soja em modo batelada. O estudo mostrou que a
irradiacdo por ultrassom pode melhorar o processo de transesterificacdo de

ésteres etilicos, e todas as varidveis estudadas apresentaram efeito
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significativo positivo sobre o rendimento. A eficiéncia do processo de ultrassom
demonstrou rendimentos superiores a 95% (rendimentos de 97 e 93% foram
obtidos para maiores razado molar (6leo/etanol) 1:24, tempo de reacéo de 360 s
e 120 s e maior quantidade de catalisador 1,5%. Menores rendimentos, 40 e
50% foram obtidos para os tempos de reacdo mais curtos de 120 s, menor
quantidade de catalisador 0,5% e razdo molar de 1:24 e 1:6), porém estudos
adicionais sao necessarios para avaliar a viabilidade industrial do processo.

A Tabela 17 faz um comparativo entre o processo de transesterificacao
para a producéo de ésteres etilicos através da irradiagédo ultrassénica em modo
batelada. De acordo com a mesma verifica-se que a sonda ultrassonica
apresenta um melhor desempenho sobre o processo de transesterificacdo, e
ao comparamos os resultados expressos na Tabela 17, com os obtidos nesse
trabalho (Figura 26), verifica-se que para o0 modo continuo de producédo de
biodiesel a irradiacdo ultrassonica ndo apresenta efeito e que os melhores
resultados sé@o obtidos para a razdo molar (6leo/etanol) 1:3 sendo que em 27
minutos obtem-se 77,1% em 61,60 Watts e 80,5% em 154 Watts de poténcia.

Tabela 17: Comparacédo da sistese de transesterificacdo de ésteres etilicos em

ultrassom.
) Tempo
Oleo Dispositivo Razdo molar Concentragéo de Rendimento Referéncias
ultrassom  (6leo/etanol) de catalisador reagéo (%)
Peixe Banho 1:6 C,HsONa, (mSI)r(])) 98,1 Armenta et al.
Sonda 0,8% 60 98,2 2007
Semente Sonda 1:7 NaOH, 2% 60 90 Georgogianni et al.
de 2008
algodao
Coco Sonda 1:6 KOH, 0,75% 7 98,2 Kumar et al, 2010
Soja Banho 1:10,2 KOH, 0,35% 30 91,9 Rodrigues et al. 2009
Soja Sonda 1:24 KOH, 1,5% 6 97 Brito et al. 2012

Fonte: BRITO et al., 2012.
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5.4.4 Efeito do tipo de &lcool

O metanol e o etanol sdo os alcoois primarios mais produzidos em
escala industrial e seus usos nas reacdes de transesterificacdo tém sido
frequentes (GERPEN et al., 2004). Entre todos os &lcoois utilizados para a
transesterificacdo, o metanol € o mais comumente utilizado, devido ao seu
baixo preco e vantagens quimicas e fisicas (ZHANG et al., 2003). A
solubilidade do catalisador em metanol € mais rapida em comparacdo com
outros &lcoois e pode facilmente reagir com triglicerideos levando as taxas de
reacdo mais rapidas (KANITKAR et al., 2011). Por comparacdao, a formacao de
ésteres etilicos é mais dificil que a de ésteres metilicos, devido as diferentes
reatividades dos alcoois com o catalisador (MEHER et al., 2006).

Os principais fatores que afetam o rendimento de biodiesel € a
quantidade de alcool, o tempo de reacdo, a temperatura de reacdo e a
concentracdo do catalisador.

A fim de avaliar o efeito do alcool sobre as reacdes de
transesterificagdo enzimética do 6leo de soja em modo continuo em banho de
ultrassom para a producéo de biodiesel, comparou-se a utilizacdo do etanol e
do metanol como substratos para o processo, de acordo com as Figuras 26 (a,
b) e 27.
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Figura 27: Efeito do metanol sobre a converséo de triglicerideos em ésteres
etilicos. Razdo molar (6leo/metanol) 1:3 e 1:6, 65 °C, poténcia ultrassbénica

61,60 W e vazao de alimentacéo de substrato 0,5 mL/min.
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De acordo com a Figura 27 verifica-se que a razdo molar
(6leo/metanol) 1:3 apresenta uma melhor conversao em ésteres metilicos
sendo que em 27 minutos de reacao obtem-se 56,58% para razdo molar 1:3 e
39,78% para razdo molar 1:6. Para ambas as razes molares observa-se o
mesmo comportamento de queda da producdo de biodesel. A passagem do
solvente organico hexano na tentativa da remocéo do glicerol acumulado néao
apresentou efeito positivo.

Ao compararmos a Figura 27 com a Figura 26, percebe-se claramente
a diferenca em relacdo a utilizacdo do etanol, visto que para a reacdo com
etanol, para os tempos de reacdo de 27, 54, 81 e 108 minutos, obteve-se
77,11; 98,62; 92,01 e 79,54% em ésteres etilicos para razdo molar (6leo/etanol)
1:3, vazédo de alimentagdo 0,5 mL/min, 61,60 W de poténcia ultrassbnica e
vazado de alimentacdo de substrato de 0,5 mL/min, j& para as mesmas
condi¢cdes porém utilizando metanol ao invés de etanol, obteve-se, 56,58;
43,73; 36,19 e 35,71% em ésteres metilicos, ficando claro que a utilizacdo do
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etanol apresenta vantagens em relacdo ao metanol, devido ao fato de ocorrer
inibicdo parcial nas reagdes ao utilizar etanol como substrato, e inibi¢ao total ao
realizar as reac6es com metanol.

A eficiéncia de producédo do biodiesel depende do alcool utilizado na
reacdo. Durante a transesterificacdo sob as mesmas condi¢bes de reagao, o
etanol, devido & sua cadeia de carbono ser mais longa, exibe uma baixa
reatividade em comparacdo com o metanol (CERNOCH et al., 2010). O tempo
necessario para a reacdo de etanolise € mais longo do que aquele para a
metandlise. Maior energia, em geral, também é requerida na etandlise. Além
disso, sdo necessarias maiores proporcbes molares de alcool/6leo para
aumentar a conversdao de éster em tempos de reacdo mais curtos
(MARJANOVIC et al., 2010).

Um método para diminuir o tempo de reacdo de transesterificacdo
quando se utiliza o etanol como substrato, poderia ser através da utilizacao de
irradiacdo ultrassdnica. A transesterifcacdo através da catalise basica
convencional é caracterizada por taxas de reacédo lentas em ambas as fases de
reacao, inicial e final, e é limitada pela transferéncia de massa entre a fase
polar de &lcool/glicerol e a fase apolar de 6leo (BRITO et al., 2012). A utilizacédo
de ultrassom pode aumentar a interacdo entre as fases através do colapso de
bolhas de cavitacdo que perturba o limite das fases e causa a emulsificacédo
(TEIXEIRA et al., 2009). Este processo aumenta a transferéncia de massa e
permite tempos de reagdo mais curtos, o0 emprego de reagentes mais baratos e
menores condicdes fisicas de operacao.

Kanitkar et al., (2011) investigaram a transesterificacdo de O6leos
vegetais (soja e farelo de arroz) em ésteres metilicos e etilicos, utilizando um
sistema batelada e microondas. Os autores realizaram uma comparagcao entre
os dois alcoois em termos de rendimento, qualidade e cinéticas de reagao. Os
parametros temperatura (60, 70 e 80 °C) e tempo (5, 10, 15 e 20 min) foram
avaliados e verificou-se que, em todas as condi¢Oes testadas, mais de 96% de
conversdo foram obtidos tanto para o etanol como para o metanol. O uso de

tecnologia de microondas para auxilio do processo de transesterificacao
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resultou em tempos de reacdo mais rapidos e a exigéncia de catalisador foi
reduzido.

Metanol exige razdes molares inferior de Oleo/alcool em relacdo ao
etanol que requer proporcdes molares mais elevadas. Metanol apresenta um
desempenho melhor em termos de custos, enquanto que o etanol pode ter
alguns beneficios ambientais e de seguranca (KANITKAR et al., 2011).

5.4.5 Producédo de biodiesel em modo continuo e banho de ultrassom

utilizando as enzimas Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM

Nos ultimos anos, a pesquisa de vias alternativas para a classica
sintese alcalina ou acida de ésteres alquilicos demonstrou a capacidade das
lipases para catalisar a transesterificacéo de triacilglicerois (TAN et al., 2010). A
eficiéncia operacional e alta estabilidade de lipases na transesterificacdo tem
sido amplamente relatado (DALLA ROSA et al., 2009; SU et al., 2009; LIAW;
LIU, 2010), o que demonstra a possibilidade de reciclar o enzima com a
utilizagdo de um solvente orgénico (DU et al., 2007; TALUKDER et al., 2009;
BATISTELLA et al.,, 2012; YU et al.,, 2010 ) ou em sistemas sem solventes
(OGNJANOVIC et al.,, 2009). A principal desvantagem dos processos
catalisados por enzimas € o elevado custo das lipases.

Batistella (2011) estudou sobre producdo enzimética de biodiesel em
solvente organico (n-hexano) em banho de ultrassom e modo batelada, e
verificou que para a Lipozyme RM IM e para a Novozym 435, as melhores
condicBes foram as seguintes: 12,9% (m/m) de enzima, 100% de poténcia dos
132 W, razdo molar (6leo/etanol) 1:3 e 57 °C para a Lipozyme RM IM e para a
Novozym 435 27,1% (p/p) de enzima e 63 °C, atingindo conversées de 86 e
57% de produto, respectivamente. Com base neste trabalho, testou-se as
enzimas Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM no modo continuo em reator com
leito empacotado na condigcdo 6tima de Batistella (2011), com o intuito da

possivel utilizacdo de um catalisador biolégico com menor custo.
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A Figura 28 demonstra o comportamento em termos de converséo de
triglicerideos em ésteres etilicos para as enzimas Lipozyme RM IM e Lipozyme
TL IM.

Figura 28: Conversdo de triglicerideos para ésteres etilicos em modo continuo
em banho de ultrassom utilizando as enzimas Lipozyme TL IM e RM IM.
Temperatura de 57 °C, razdo molar (6leo/etanol) 1:3, poténcia ultrassbnica de

154 W e vazéo de alimentacédo de substrato (6leo/etanol) de 0,5 mL/min.
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Conforme a Figura 28 verifica-se que a enzima Lipozyme TL IM
apresentou um maior potencial para a transesterificacdo do 6leo de soja que a
Lipozyme TL IM, apresentando conversdes de 77,30; 71,75 e 62,57% em
ésteres etilicos. A Lipozyme RM IM apresentou conversdes de 64,92; 48,97 e
21,70% em ésteres etilicos para os tempos de reacao de 27, 54 e 81 minutos.
Sua atividade enzimatica inicial foi de 11,52 U/g e 43,84 U/g e sua atividade ao
final da reacéo foi de 5,57 U/g e 2 U/g, para as enzimas Lipozyme TL IM e RM
IM. Porém, a enzima Novozym 435 ainda apresenta melhores resultados em
termos de converséo em ésteres etilicos.

O meétodo para a sintese enzimatica de biodiesel devido ao elevado

custo do catalisador e da taxa de reacdo ser muito lenta ndo tém sido capaz de
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encontrar aplicacdo comercial. Tem sido relatado que o uso de ultrassom de
baixa frequéncia pode ser eficaz para as operacdes bioldgicas, tais como
ruptura das células microbianas, desinfeccdo microbiana e biolégica de aguas
residuais (GOLE; GOGATE, 2012). Na verdade, ha poucos relatos indicando a
aplicacéo de ultrassom para a intensificacdo da sintese de biodiesel com base
na via enzimatica. O estudo comparativo de Yu et al. (2010), com a lipase
(Novozym 435) mostra a producdo de biodiesel utilizando a abordagem
convencional e na presenca de irradiacdo ultrassonica (banho de poténcia
nominal de 400 W, 40 kHz), indicou que o rendimento maximo obtido utilizando
a abordagem convencional (vibrador a 200 rpm) foi de 62%, enquanto que o
rendimento obtido por ultrassom aumentou para 93% sobre os tempos de
reacdo semelhantes (12 h de operacao), ele também observou que a taxa de
reacdo é reforcada quando uma combinacgéo de vibracGes de baixa velocidade
(50 rpm) e baixa frequéncia ultrasonica (20 kHz), utilizado o tempo de reacéo
de apenas 4 h o rendimento é melhorado para 96%, a intensificacdo tem sido
atribuida aos efeitos fisicos do ultrassom, tais como aumento da turbuléncia,
area interfacial resulta na eliminagcédo da barreira de transferéncia de massa no

meio reacional.

5.4.6 Comparacéao entre o 6leo de soja e o 6leo de macauba na producao

de biodiesel

ApoGs a utilizagdo do dleo de soja refinado como substrato, um 6leo que
apresenta baixissima acidez, optou-se em fazer um comparativo com um 6leo
com uma acidez mais elevada, o 6leo de macauba.

De acordo com Gonzalez (2012), o 6leo de macauba apresenta as
seguintes caracteristicas fisico-quimicas, detalhadas na Tabela 18.
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Tabela 18: Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo de macauba.

Caracteristicas fisico-quimicas Valores + desvio
Teor de agua (%) 0,94 £ 0,16

Indice de acidez (mg KOH.g-1) 114,42 £ 0,4
indice de perdxido (meq de peroxido kg-1) 4,4 +4.10-2
Densidade (g.cm™ & 25 °C) 0,9273 + 6,84.10-4
indice de saponificacéo (*) 204,20+ 2,9

* mg KOH requerido para saponificar 1 g de 6leo
Fonte: GONZALEZ, 2012.

Gonzalez (2012) realizou a determinagdo qualitativa das classes
lipidicas por cromatografia de camada delgada do 6leo de macauba, conforme
Figura 29, e observou que na primeira coluna (Figura 29), apresentam-se 0s
padrées para monoglicerideo (MAG), diglicerideo (DAG), triglicerideo (TAG),
acidos graxos livres (AGL), ésteres de &cidos graxos (biodiesel) e ceras. Na
segunda coluna, apresentam-se o0s resultados da presenca ou auséncia dessas
classes lipidicas no 6leo de macauba. Em conformidade com Gonzalez, 2012
para esse Oleo verifica-se a presenca de monoglicerideo, diglicerideo,
triglicerideo e &cidos graxos livres e a auséncia de éster de &cidos graxos e
ceras. Para o 6leo de macauba observa-se uma maior intensidade na mancha
de a&cidos graxos livres, 0 que sugere uma maior quantidade desses

compostos, coerente com o valor elevado de acidez encontrado no 6éleo.
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Figura 29: Identificacdo das classes lipidicas do 6leo de macauba por
cromatografia de camada delgada: (a) padrao e (b) 6leo de macéuba.
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Fonte: GONZALEZ, 2012.

Fortes e Baugh (2004) determinaram a composi¢cao de acidos graxos
presentes no 6leo da polpa de macauba e verificaram que o acido oléico (18:1)
estd presente em maior concentracdo — 52,82 %, seguido do acido palmitico
(16:0) com 22,3 %, estearico (18:0) com 5,75 %, palmitoléico (16:1) com 5,28
% e linoléico (18:2) com 4,69 %, os outros acidos graxos determinados pelos
autores possuiam concentracdes menores que 3%.

O d6leo pode sofrer varias alteracbes onde ocorre a formacdo de
polimeros, dimeros, triglicerideos oxidados, etc. (RUIZ-MENDEZ et al., 2008).
Conforme Gonzalez (2012), esses compostos formados ndo podem ser
convertidos em ésteres, implicando em um decréscimo real do rendimento da
reagdo. A partir do método de conversdo quantitativa com BFs, Gonzalez
(2012) verificou o valor maximo de conteudo de ésteres no 6leo, ou seja, o
valor de convertibilidade méaxima para o Oleo que, no caso do Oleo de

macauba, foi de 80,1 %. Em estudos recentes realizados por Navarro-Diaz
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(2013), verificou-se que a convertibilidade méxima de triglicerideos em ésteres
do 6leo de macauba € de 75,04% e o indice de acidez é de 75,0 mg KOH/g.

Na transesterificacdo do 6leo de macauba em etanol avaliou-se o efeito
da poténcia do ultrassom, e comparou-se com a transesterificacdo do 6leo de
soja e etanol. Para a poténcia, a faixa de estudo foi de 0 e 100 W, 65 °C, razéo
molar (6leo/etanol) 1:6 e vazdo de alimentacdo de substrato de 0,5mL/min,

conforme Figura 30.

Figura 30: Conversao de triglicerideos do 6leo de macauba e do 6leo de soja
em ésteres etilicos pela transesterificacdo catalisada por Novozym 435 em
modo continuo em banho de ultrassom. Razdo molar (6leo/etanol) 1:6, vazao
de alimentacdo de substrato 0,5 mL/min, 65 °C, poténcia ultrassbnica de 0 e
154 W.
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Conforme dados apresentados na Figura 30, verifica-se que a poténcia
ultrassdnica nao exerceu influéncia sobre conversdo em ésteres etilicos
quando utilizou-se o 6leo de macauba, pois levando em consideracdo a
convertibilidade maxima do 6leo de macauba utilizado de 75,04%, verifica-se

para os tempos de reacao de 27, 54, 81 e 108 minutos, poténcia de 0 Watts,
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para o Oleo de macauba conversdes de 63,73; 42,87; 42,24 e 41,85% em
ésteres etilicos. Esta conversdo se mantém em torno de 40% até o final da
reacao; estes resultados representam uma conversao de cerca de 90% em 27
minutos. Para 154 W de poténcia, verifica-se conversdées na ordem de 58,11;
43,46; 39; 39,3%. Ja para o 6leo de soja pode-se observar claramente que a
poténcia ultrassbénica exerce infléncia na conversao, visto que para 0 W obtém-
se uma conversao de 51,06; 43,46 e 23,84% em ésteres para 0s tempos de
reacao de 27, 54 e 81 minutos, sendo que a conversao se mantém até o final
da reacdo na ordem de converséo de 20% em ésteres. Para 154 W de poténcia
ultrassénica obtém-se 55,60; 48,39 e 29,18% em ésteres e a conversao
também se mantém ao longo da reacdo em torno de 30% de conversao de
triglicerideos em ésteres. Desta forma, ao realizar uma comparacdo entre 0s
dois 6leos (soja e macauba), constata-se que o 6leo de macauba apresenta um
melhor desempenho, apesar de seu alto teor de acidez.

A Tabela 19 apresenta os valores da atividade enzimatica obtida ao
final de cada reacéo de transesterificacdo do 6leo de soja e macauba, para a

razdo molar (6leo/etanol) 1:6 e 65 °C.

Tabela 19: Atividade de esterificagdo enzimatica ao final da reacdo de
transesterificacdo dos 6leos de soja e macauba em modo continuo em banho

de ultrassom.

Poténcia (W) Razao molar (1:6) Atividade Enzimatica (U/g)
0 Oleo de soja/ etanol 53,65
154 Oleo de soja/ etanol 44,33
0 Oleo de macauba/ etanol 46,31
154 Oleo de macauba/ etanol 41,17

Nogueira et al., (2010) investigaram o efeito da irradiacdo por
microondas na taxa de transesterificacdo do 6leo de macauba com etanol em
modo batelada catalisada pelas enzimas Novozym 435 (Candida antarctica) e
Lipozyme IM (Mucor miehei). As variaveis estudadas foram temperatura (30 a
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40 °C), tempo de reacdo (5 a 15 min) e concentracao de enzima (2,5 a 7,5%
m/m). Para isso misturou de 10 g de 6leo de macauba com 5 g de etanol (1:9
razdo molar) numa placa de agitacdo durante 10 min. Os reagentes misturados
com o catalisador foram entédo transferidos para vasos de reator de microondas
(Synthos-Anton Paar) para iniciar a reagdo, esta foi realizada nas condicdes
com a méaxima velocidade de agitacdo disponivel no reator. No final da reacao,
a mistura foi filtrada para remocédo do catalisador. Os autores observaram
conversdes de 45,2% para a enzima Novozym 435, para as condi¢cdes de 30
°C, 2,5% m/m concentragédo de enzima e 15 min de reacéo e de 35,8% para a
Lipozyme IM a 40 °C, 7,5% m/m de enzima e 5 minutos de reacdo. O tempo de
reacao apresentou um efeito significativo na reducdo da atividade catalitica da
enzima, que foi interpretada em termos de desativacdo da enzima devido a
exposi¢cdo ao microondas. A comparacao dos resultados entre a atividade do
biocatalisador na auséncia e na presenca de microondas mostrou que a
atividade é aumentada em cerca uma ordem de grandeza devido a a¢cédo do

microondas.

5.5 PRODUCAO ENZIMATICA DE BIODIESEL EM MODO CONTINUO E
ULTRASSOM ATRAVES DA REACAO DE ESTERIFICACAO DE ACIDOS
GRAXOS

O biodiesel produzido a partir de fontes alimentares possui limitagdes
em relacdo a questdes de seguranca e, portanto, ndo é considerado como uma
abordagem sustentavel. Caminhos com base em fontes vegetais nao
comestiveis e residuos tém sido desenvolvidos, mas a grande quantidade de
acido graxo livre e de umidade requer um processamento adicional, que requer
tempo e consome muita energia. Ha um amplo espaco disponivel para o uso
de processos e técnicas com o objetivo de fazer a sintese economicamente
viavel e uma das abordagens baseia-se na utilizacdo de reatores sonoquimicos
com técnicas de intensificagdo, como o0 uso de microondas e cavitacao

hidrodinamica. A utilizacdo de reatores sonoquimicos pode intensificar
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consideravelmente o processo de sintese do biodiesel, com reducdo no tempo
de processamento e de exigéncia de matérias-primas (GOLE; GOGATE, 2011).

Os acidos graxos séo constituintes dos 0Oleos e gorduras na forma de
mono, di e trigliceridios, uma grande quantidade de &cidos graxos livres indica
que o produto estd em acelerado grau de deterioragdo. A principal
consequéncia disso € que o produto torna-se mais acido. Um elevado indice de
acidez indica, portanto, que o 6leo ou gordura esta sofrendo quebras em sua
cadeia, liberando seus constituintes principais, os acidos graxos (ALVES et al.,
2009).

Com base nos resultados promissores obtidos atraves da
transesterificacdo do 6leo de macauba, 6leo este com um indice de acidez de
75,0 mg KOH/g, acidez elevada comparada ao 6leo de soja (0,086 mg KOH/qg)
(GARCIA, 2006), investigou-se o efeito da razdo molar, do alcool e da poténcia
ultrassonica na estabilidade do processo de producéo de biodiesel por meio da
reacao de esterificacdo com um &cido graxo vegetal com indice de acidez mais
elevado (195,73 mg KOH/qg).

5.5.1 Efeito da razdo molar e do alcool na esterificacdo enzimatica de

acido graxo vegetal em modo continuo em banho de ultrassom

O efeito da razdo molar e do alcool foi avaliado para as seguintes
variaveis, razdo molar (carga acida/etanol) e (carga acida/metanol) 1:3 e 1:1,
temperatura 65 °C, poténcia ultrassonica de 61,60 W e vazéo de alimentacao
de substrato de 0,5mL/min para o biocatalisardor Novozym 435. A Figura 31

apresenta os resultados obtidos nesta etapa.
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Figura 31: Efeito da razdo molar e do alcool sobre a conversdo em ésteres
utilizando um &cido graxo vegetal como substrato em modo continuo em banho
de ultrassom. Razdo molar (carga acida/etanol) e (carga acida/metanol) 1:3 e
1:1, vazdo de alimentacdo de substrato 0,5 mL/min, 65 °C, poténcia
ultrassonica de 61,60 W.
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Com base na Figura 31 verifica-se que também para a reacdo de
esterificacdo o etanol apresenta vantagens sobre o metanol, proporcionando
melhores conversbes em ésteres, e em relacdo a razdo molar pode-se
visualizar claramente que a reacdo realizada com a razdo molar (carga
acida/etanol) 1:3 apresentou os melhores resultados visto que para os tempos
de reacao de 27 a 81 minutos obteve-se 88,26, 86,56 e 86,88% em ésteres.
Para a razdo molar 1:1, obteve-se 80,39, 77,25 e 78,62% em ésteres etilicos.
Para todos o0s experimentos realizados as conversbes se mantiveram
constantes ao longo dos 324 minutos de reacdo estudados.

Hanh et al., (2009) estudaram a producdo de éster etilico de acido
graxo a partir de acido oleico com alcoois de cadeia curta (etanol, propanol e
butanol) sob irradiacdo ultrassbnica e verificaram que a condicéo ideal para o

processo de esterificacdo foi para a razdo molar de élcool para acido oleico de
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3:1 com 5% em peso do catalisador H,SO, a 60 °C com um tempo de
irradiacdo de 2 h. A partir desses resultados obtidos em seu estudo, concluiram
que para a esterificacdo de &cido oleico, o tempo para alcancar a maxima
conversdo de éster etilico € muito maior do que a transesterificacdo da
trioleina, e a conversdo do éster etilico maximo € menor em comparacdo com
aqueles para a transesterificacéo de trioleina sob irradiacéo ultrassénica.

De acordo com Hanh et al., (2009), Figura 32, verifica-se que apés 3
horas de reacdo comeca a ocorrer um decréscimo na conversdo de ésteres
com o uso de catalisador acido na reacdo de esterificagdo. Comparando estes
resultados com os obtidos no presente estudo verifica-se que o uso da catalise
enzimatica na reacdo de esterificacdo € capaz de proporcionar conversées

estaveis na ordem de 90%, Figura 31, por um periodo muito maior.

Figura 32: Converséao de éster etilicos, para razdo molar (etanol/acido oléico)
3:1, 5% m/m de concentracédo de H,SO4, 20 °C, 10 h, sob a irradiagdo continua

de ultrassom.
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Fonte: HANH et al., 2009.

Marciniuk et al., (2007) simularam a reacgéo de esterificacdo do &cido
oléico com metanol e etanol. Os autores observaram que a reagcdo com etanol
€ endotérmica e, desta forma, a conversdo de equilibrio aumenta com o

aumento de temperatura. Ja a reacdo com metanol € exotérmica, apresentando
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comportamento oposto. Os autores concluem que na faixa de temperatura
investigada, 25 a 60 °C, razbes molares de 2:1 até 10:1 apresentam
conversdes de equilibrio proximas de 1, isto €, o excesso de alcool néo
provocaria um aumento significativo da conversao.

Como a reacéo de esterificagdo produz 4gua, as analises de conversao
foram realizadas através do método de titulagdo, mas para comprovar a
eficiéncia do método adotado realizou-se a analise comparativa em

cromatografo gasoso (GC) (Shimadzu 2010), conforme Figura 33.
Figura 33: Comparacdo entre da técnica de titulacdo e a EN 14103. Razao
molar (carga acida/ etanol) 1:3, vazao de alimentacdo de substrato 0,5 mL/min,

65 °C, poténcia ultrassbnica de 61,60 W.
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Ao final de cada reacdo de esterificacdo, realizou-se a medida de
atividade da enzima Novozym 435, conforme apresentado na Tabela 20. A
analise desta tabela permite verificar que a enzima ndo perdeu sua atividade

de esterificacao (atividade inicial de 47,80 U/qg).
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Tabela 20: Atividade enzimética ao final da reacdo de esterificacdo de acido

graxo vegetal em modo continuo em banho de ultrassom.

Razao molar

Atividade Enzimatica (U/g)

Carga acida/ etanol (1:3)
Carga acida/ etanol (1:1)
Carga acida/ metanol (1:3)
Carga acida/ metanol (1:1)

44,93
54,15
47,02
53,53

5.5.2 Efeito da poténcia ultrassdnica

O efeito da poténcia ultrassonica foi avaliado para as poténcias de 0 e

154 W, 65 °C, vazao de alimentacao de substrato de 0,5mL/min e razdo molar

(carga acida/ etanol) 1:3, de acordo com a Figura 34.

Figura 34: Efeito da poténcia ultrassonica sobre a producdo de biodiesel por

meio da reagdo de esterificacdo enzimatica em modo continuo em banho de

ultrassom. Razdo molar (carga acida/ etanol) 1:3, vazdo de alimentacdo de

substrato 0,5 mL/min, 65 °C, poténcia ultrassénica de 0 e 154 W.
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A poténcia ultrassbnica ndo exerceu nenhuma influéncia sobre a
reacao de esterificacdo, conforme pode ser observado na Figura 34.

A atividade enzimatica ao final da reacéo para a reacao realizada a 154
W foi de 45,85 U/g e para a reacdo realizada a 0 W foi de 45,80 U/g,
comprovando também que a utilizacdo do ultrassom néo interfere na atividade
enzimatica.

Lee et al., (2011) estudaram o efeito da irradiacdo ultrassénica sobre o
processo de producdo de biodiesel a partir de 6leo vegetal e verificaram que o
ultrassom apresentou efeitos sobre o aquecimento e mistura dos reagentes. A
irradiacdo ultrassonica reduziu o tempo de reacdo e as propriedades do
biodiesel sem qualquer passo adicional de mistura no processo de esterificacdo
de o6leos vegetais. Os resultados obtidos por Lee et al., (2011) podem ser
resumidos como:

1. O rendimento de biodiesel aumentou com o aumento da energia
ultrassbnica de 150-450 W, mas o conteudo de ésteres metilicos diminuiu a
poténcias ultrassénicas. Isto aconteceu provavelmente devido a diminuicdo do
tempo real de irradiacdo causada pelo aumento do intervalo de pulso
necessario para ajustar a temperatura, devido a extensdo da poténcia de
irradiacao.

2. O rendimento de biodiesel e conteudo de ésteres metilicos, ambos
95%, no tempo de reacdo de 30 min para todos os trés 6leos vegetais (soja,
canola e 6leo de milho). O 6leo de canola exibiu melhores propriedades de
biodiesel em relacao ao outros dois 6leos.

Aranda et al., (2008) estudaram a esterificacdo de residuos &cidos
oriundos do processamento de Oleo de palma de forma nédo catalitica e
utilizando catalisadores homogéneos (acido metanosulfénico, acido sulfurico,
acido fosforico e acido tri-cloroacético), com concentracéo variando de 0,01 a
0,1% m/m, na presenca de metanol ou etanol, na razdo molar de 3:1
(alcool:acidos graxo de Oleo de palma) a uma temperatura de 130 °C. As
maiores conversdes foram obtidas para os acidos sulfurico e metanosulfonico,

tanto para a reacdo com etanol quanto com metanol. Segundo os autores, 0
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maior rendimento observado para estes dois catalisadores pode ser explicado

por sua maior forga acida, quando comparados com os demais.

5.5.3 Estabilidade da producéo de biodiesel enzimatico em modo continuo

através de reacao de esterificacao

Com base nos resultados expressos pelas Figuras 31 e 34 verifica-se
que a producédo de biodiesel através da reacao de esterificacdo é praticamente
constante durante a cinética realizada de 324 minutos. Desta forma, com o
intuito de comprovar esta estabilidade, realizou um estudo com a melhor
condicdo, sendo esta, 65 °C, vazdo de alimentacdo de substrato de 0,5
mL/min, razdo molar (carga acida/ etanol) 1:3 e 0 W de poténcia, conforme

Figura 35.

Figura 35: Estabilidade da producdo de biodiesel via esterificacdo enzimatica
em modo continuo em banho de ultrassom. Razdo molar (carga acida/ etanol)
1:3, vazdo de alimentacdo de substrato 0,5 mL/min, 65 °C, poténcia
ultrassbnica de O W.
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Ao final da reagédo, a enzima apresentou atividade de 32,40 U/g e o
estudo realizado comprovou a eficacia do processo sendo que a producéo de
biodiesel permaneceu continua e estavel durante as 48 horas estudadas.

Tendo em vista esta estabilidade do processo procurou-se avaliar a
conversdo em ésteres com uma vazdo de alimentagdo de 2,5 mL/min e uma

razdo molar (carga &cida/ etanol) de 1:6, conforme apresentado na Figura 36.

Figura 36: Producdo de biodiesel via reacdo de esterificacdo enzimatica em
modo continuo em banho de ultrassom. Raz&do molar (carga acida/ etanol) 1:6,
vazdo de alimentacdo de substrato 2,5 mL/min, 65 °C, sem poténcia

ultrassonica e com poténcia ultrassonica de 61,6 W.
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De acordo com a Figura 36, é possivel constatar que a poténcia
ultrassonica ndo exerce nenhuma influéncia em realcdo a conversdo de
ésteres, e com 0 aumento da razdo molar e da vazao de alimentagéo observa-
se uma melhor conversédo em ésteres etilicos, sendo esta de 97,86% em 6
minutos de reacdo e de 96,97% em 72 minutos. Ja a atividade enzimética ao
final da reagcédo foi de 47,25 U/g, ndo ocorrendo alteracdo na mesma, para

ambas as poténcias. Verifica-se também que os dados da Figura 36
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apresentam o mesmo comportamento dos dados da Figura 35, sendo que
possivelmente se a reacao tivesse percorrido um tempo igual ou superior as 48
horas a conversdo em ésteres também seria estavel. Ao compararmos estes
valores com os apresentados na Figura 34, comprova-se que ndo é necessario
tempos de reacdo longos para obter bons resultados, sendo que em 27
minutos para a razdo molar 1:3 e vaz&o de alimentagdo de 0,5 mL/min obteve-
se 93,71% e em 48 horas 80,07% em ésteres etilicos.

A fim de verificar o efeito do catalisador realizou-se uma reacdo sem a
presenca do mesmo, com razdo molar (carga acida/ etanol) 1:3, vazédo de
alimentacao de substrato de 0,5 mL/min, 65 °C e 0 W de poténcia, e constatou-
se que a reacdo de esterificacdo é auto-catalitica, isto €, mesmo sem a
utilizacao do catalisador conversfes na ordem de 25,26% foram obtidas.

Do ponto de vista termodinamico, o excesso de reagente tenderia a
deslocar o equilibrio da reacdo para os produtos, isto é, esperar-se-ia um
aumento na conversdao com o aumento do excesso de alcool (SRIVASTAVA et
al., 2003).

Kelkar et al., (2008) realizaram reagdo de esterificacdo com um
catalisador &cido de (Cs-C,0), com metanol em condi¢des de reacdo 6timas, e
reportaram niveis de conversdo de 98% em 75 min. Com o0 acréscimo da
propor¢cdo molar (alcool/6leo) de 5/1 a 10/1, o rendimento foi aumentado de
cerca de 91% em 3 horas para cerca de 98% em 2 h.

Com o aumento da temperatura de 10-60 °C no caso de esterificacéo
do &cido oleico catalisada sob irradiacédo ultrassonica, a conversao de ésteres
etilicos aumenta e o tempo para obter o0 maximo de conversao € reduzido.
Deshmane et al.,, (2009) observaram que a taxa de reacdo bem como o
equilibrio e a conversdo aumenta rapidamente com o aumento da temperatura.

Park et al., (2010), para maximizar a producao de biodiesel a partir de
borra de soja, investigaram os efeitos da agua sobre a reacéo de esterificagdo
de acidos graxos. Os 0leos investigados foram o &cido oléico e um o6leo de
elevada acidez. Estes foram esterificados por reagdo com metanol na presenca
de Amberlyst-15, como um catalisador heterogéneo e &cido sulfarico como

catalisador homogéneo. O rendimento em éster de acido graxo foi estudado
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para as razdes molares (6leo/metanol) 1:3 e 1:6 e temperaturas de reacdo de
60 e 80 °C. A taxa de esterificagdo do acido oléico diminuiu significativamente
como o conteudo inicial de dgua aumentou para 20% em relacdo ao Oleo. A
atividade de Amberlyst-15 diminuiu mais rapidamente do que a do acido
sulfarico, devido ao afeto direto dos sitios acidos pela dgua. Park et al., (2010)
verificaram que a agua resultante da esterificagdo do acido oléico inibe a
reacao de esterificacdo, a inibicdo pelo efeito da agua foi mais dominante sob
Amberlyst-15 do que sob o acido sulfarico, devido ao ataque dos sitios acidos
da Amberlyst- 15 por agua. A esterificacdo do acido oléico em duas fases, que
inclui a substituicdo do metanol e do catalisador apés 30 min, o tempo de
reacao € reduzido e a conversao de ésteres é de 90%. A esterificacdo em duas
fases do acido graxo com acido sulfurico como catalisador também reduziu o
tempo de reacéo necessario de 6 horas para 1,8 horas e atingiu mais de 85%
de ésteres.

O desenvolvimento de reatores adequados é crucial para a producéo
de biodiesel. Wang et al., (2011) estudaram um reator utilizando lipase-Fe304
catalisador biocompoésito desenvolvido para producdo de biodiesel com base
em Oleo de soja, metandlise. A emulsificacdo antes da metandlise melhorou a
velocidade da reacdo. A lipase e nanoparticulas do biocompdsito mostraram
alta atividade e estabilidade no leito do reator a uma taxa de fluxo 6tima (0,25
mL/min). A taxa de conversdo e estabilidade obtida utilizando o reator com
quatro colunas empacotadas foram mais elevados do que os obtidos utilizando
um unico reator de leito empacotado. A conversdo de biodiesel foi mantida a
uma taxa elevada de mais de 88% por 192 h, e foi apenas ligeiramente
diminuida para aproximadamente 75% depois de 240 horas de reacdo. O
sistema de reator de leito, portanto, tem um grande potencial para realizagéao
do projeto e operacdo da producdo de biodiesel enzimatica em escala
industrial.

Conforme Wang et al., (2011), € importante notar que, do ponto de
vista econdmico, o custo envolvido na imobilizacdo da lipase também resultaria
em um aumento global no custo de fabricacdo do biodiesel. Em seu estudo a

lipase-biocompdsito nanoparticulas foi preparado usando um método simples e
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eficaz de imobilizagdo em que Fe3;0O,4 serviu de suporte, de acrodo com trabalho
anterior (WANG et al., 2009). Assim, a vantagens da utilizacdo de uma enzima
imobilizada poderia superar o aumento do custo de imobilizacdo. Em escala
laboratorial, estes resultados tém grande potencial para melhorar a concepcao
e operacdo de grandes sistemas enzimaticos.

Avellaneda e Salvadé (2011) compararam a transesterificacdo
convencional com a transesterificacdo em reator tubular continuo. Neste reator
0s reagentes (metanol, 6leo e hidroxido de potassio) escoavam através de um
tubo helicoidal submerso em um banho de aquecimento a 60 °C. O reator
possuia cinco tomadas de amostras distribuidas sem uniformidade para
permitir a retirada de aliquotas em tempos diferentes de rea¢cdo com o intuito
de encontrar o melhor/menor tempo de reacdo, evitando assim a necessidade
de agitacdo mecanica do sistema. Os autores estudaram uma maneira de
melhorar a qualidade do biodiesel obtido e variaram o sistema helicoidal
incorporando um micromix estéatico, fornecendo a energia sob a forma do
ultrassom no banho de aquecimento. O reator produziu biodiesel e glicerina em
composi¢cées aproximadamente iguais aqueles obtidos no processo em
batelada (indice de &cidos graxos 89% no tempo de 75 minutos), mas no
processo continuo (2,5 mL/min) foi observado o mesmo rendimento para um

tempo de 13 minutos, aproximadamente 6 vezes mais rapido.

5.5.4 Producao de biodiesel por esterificacdo de acido graxo vegetal em
modo continuo em banho de ultrassom utilizando como catalizador a

lipase Lipozyme RM IM

Ao comprovar a eficacia do processo de producdo de biodiesel por
meio de reagdo de esterificagdo em modo continuo utilizando reator com leito
empacotado e banho de ultrassom, testou-as enzima comercial Lipozyme RM
IM na tentativa de reduzir o custo da producdo de biodiesel. Os resultados

obtidos sao apresentados na Figura 37.
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Figura 37: Converséo de ésteres etilicos com uso da enzima Lipozyme RM IM
como catalisador através da esterificagcdo em modo continuo em banho de
ultrassom. Razdo molar (carga acida/ etanol) 1:6, vazdo de alimentacdo de

substrato 2,5 mL/min, 65 °C, poténcia ultrassbnica de 61,60 W.
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Apesar da estabilidade da reacdo, demonstrada na Figura 35, a
diferenca na conversdo em ésteres € muito grande como pode ser observado
fazendo um comparativo entre as Figuras 36 e 37. Para a enzima Novozym
435, (Figura 36), obteve-se 97,86, 97,53 e 96,31% em ésteres para 6, 30 e 60
minutos, ja para as mesmas condicfes e a enzima Lipozyme RM IM, (Figura
37), obteve-se 49,57, 52,60 e 52,53% de conversdo em ésteres etilicos para o0s
mesmos tempos de reacao.

A producéo de biodiesel € amplamente realizada através da reacdo de
transesterificacdo, catalisada por catalisadores homogéneos ou catalisadores
heterogéneos. O catalisador mais notavel usado na producdo de biodiesel sé&o
0os catalisadores homogéneos alcalino tal como NaOH, KOH, e CH3OK
CH3;ONa. A escolha destes catalisadores € devido a suas taxas de reagao
cinéticas maiores. Porém com o custo por causa de matérias-primas refinadas
e dificuldades associadas ao uso de catalisadores homogéneos alcalinos para

transesterificagdo de matérias-primas de baixa qualidade para a producéo de
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biodiesel, o desenvolvimento de varios catalisadores heterogéneos estao
aumentando. O desenvolvimento de catalisadores heterogéneos tal como
catalisadores solidos e enzimas poderia superar a maior parte dos problemas
associados com catalisadores homogéneos (ATADASHI et al., 2013).

Em comparacdo com os métodos de sintese quimica, a producdo de
biodiesel catalisada por enzimas (lipases) oferece muitas vantagens, tais como
uma elevada seletividade, menor consumo de energia, menos produtos
secundarios e residuos, evitando formacdo de sabdo e facil recuperacédo de
glicerol e de catalisadores. No entanto, o custo da lipase é o maior obsticulo
para a utilizacdo de lipases em producéo de biodiesel industrial (VELJKOVI'C
et al., 2012).

Varios meétodos diferentes de desenvolvimento de biodiesel, reduzindo
0s custos de producao de biodiesel estdo sendo atualmente investigados, tal
como a otimizac@o dos fatores de processo, utilizando métodos estatisticos, o
desenvolvimento de modelos de processos cinéticos, o ultrassom aplicado a
reacao de transesterificacdo, a utilizacdo do processo continuo e a concepcao
de novos tipos de reatores ultrassonicos. Uma atencéo especial deve ser dada
para a utilizagdo de novos tipos de reatores ultrassénicos com um melhor
desempenho do que os atualmente utilizados. Uma combinacdo entre o
ultrassom e reatores de fluxo continuo € um caminho promissor. Espera-se que
o futuro dos reatores ultrassdnicos encontre-se no desenho de reatores com
multiplas frequéncias e transdutores baseados em funcionamento de forma
continua. Por certo, mais estudos sobre a ligacdo do reator com as
caracteristicas dinamica de bolhas, a cavitacdo, a reologia da mistura de
reacdo em diferentes aplicacfes de escala sdo necesséarios (VELJKOVI'C et
al., 2012).

5.6. CONSIDERACOES FINAIS
Os resultados apresentados neste capitulo visaram avaliar a influéncia

das variaveis no processo e otimizar a producao enzimatica de ésteres etilicos

em sistema livre de solvente organico em banho de ultrassom em modo
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batelada e continuo. De forma geral, ap6s a consecucdo desta etapa do
trabalho, pbéde-se verificar que as estratégias utilizadas visando a producao
enzimatica de ésteres etilicos apresentaram potencialidade para serem
aplicadas em diferentes sistemas reacionais. Tratando-se de um sistema novo
sob investigacao, o estudo realizado utilizando a metodologia do planejamento
experimental mostrou relevancia na avaliacdo do efeito das variaveis
significativas do processo. O estudo cinético foi de fundamental importancia
para o melhor entendimento do processo.

O processo continuo de producdo de biodiesel demostrou um
comportamento instigador especialmente para a reacdo de transesterificacao e

apontou uma alternativa muito promissora para a reacao de esterificacéo.
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6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1 CONCLUSOES

Producdo enzimatica de biodiesel em sistema livre de solvente em

banho de ultrassom em modo batelada:

e Na primeira etapa do trabalho pode-se concluir que as imagens de MEV
demonstraram que o ultrassom pode vir a atacar o suporte da enzima,
nao danificando, no entanto, sua estrutura, refletida na medida da
atividade enzimatica.

e No estudo cinético prévio (destrutivo), a conversdo de ésteres etilicos
foi de 75,15% em 1 hora, e 87,96% em 4 horas. Analisando os
resultados obtidos, conclui-se que nao € viavel realizar os experimentos
em um tempo maior (4 horas) de reacéo, ja que em 1 hora o resultado
ndo € muito diferente do que em 4 horas, entdo, torna-se viavel
trabalhar com um tempo menor (1 hora).

e No planejamento proposto por Plackett & Burman a conversdao maxima
(75,15% de ésteres etilicos) foi encontrada na condicao de 70 °C, razéo
molar 1:3 (6leo/etanol), poténcia 52,80 W e 20% de enzima (p/p em
relacdo a massa de substratos), e com um tempo de 1 hora de reacéo,
apenas as variaveis temperatura e concentragdo de enzima
apresentaram efeito significativo positivo.

e Os resultados da producdo de biodiesel em sistema de ultrassom livre
de solvente organico com enzima Novozym 435 como biocatalisador, foi
otimizado e mostraram uma perspectiva promissora para 0 uso da
técnica, atingindo rendimentos de 85,70% em ésteres obtidos em
condi¢Bes brandas de operagéo, irradiacdo de energia (~ 132 W), 27%
de concentracdo de enzima (em relacdo a massa de substrato),
temperatura (63 °C), em um tempo de reacgéao relativamente curto (1 h).

e A reutilizagdo da enzima mostrou-se interessante para o campo da

catélise enzimatica, evidenciando o comportamento complexo das
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lipases. A enzima Novozym 435 manteve atividade durante 2 ciclos,

perdendo a sua atividade a partir do terceiro ciclo.

Producdo de biodiesel em sistema livre de solvente em banho de

ultrassom em modo continuo:

Reacdao de transesterificacao

A melhor condicéo foi obtida para a razdo molar (6leo: etanol) 1:3, 61,60
W, vazéo de alimentagdo de 0,5 mL/min, com uma conversdo maxima
de 98,62% em 54 minutos, porém ocorre formacdo e acumulo de
glicerol, fazendo com que ocorra inibicdo do catalisador.

A passagem de solvente organico para remocao do glicerol formado néo
foi eficiente ao processo.

O estudo realizado com o 6leo de macauba apresentou conversdes
satisfatorias levando em consideracao que a convertibilidade maxima do
Oleo utilizado era de 75,04%.

A poténcia do ultrassom néo exerceu influéncia sobre a conversao em
ésteres e, em relacdo ao alcool utilizado, o etanol apresentou melhor

desempenho.

Reacao de esterificacédo

A poténcia do ultrassom nao exerce influéncia sobre a conversdo em
ésteres.

A reacao é altamente estavel sendo que foi possivel manter a producédo
por 48 horas com uma conversao de aproximadamente 90% em ésteres
etilicos para a razdo molar (carga acida:etanol) 1:3, 0 W de poténcia,
vazao de 0,5 mL/min e 65 °C de temperatura.

Com o aumento da razdo molar, tabalhando com 1:6 (carga
acida:etanol), vazado de 2,5 mL/min, 0 W e 61,60 W obteve-se uma
conversdo de 97,86% em ésteres etilicos em um tempo de apenas 6
minutos, esta converséo foi mantida durante o estudo realizado de 1

hora, como a estabilidade da reacéo ja foi provada com 48 horas de
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reacdo, acredita-se que é possivel também manter esta conversao por
um periodo maior do que o estudado.

Comparando a producdo de biodiesel em batelada e em reator
continuo, pode-se concluir que o método continuo é efetivamente melhor do
que o modo em batelada e em relacdo a reacdo de transesterificacdo e
esterificacdo empregadas no processo comprovou-se, com este estudo, que a
reacdo de esterificacdo apresentou vantagens sobre a reacdo de
transesterificacdo, sendo que com um &acido graxo vegetal (chamado neste
trabalho de carga &cida) foi possivel obter e manter conversfes satisfatérias
por um periodo de 48 horas, ao aumentarmos a razdo molar (carga
acida:etanol) utilizada no processo para 1:6 as conversdes foram de 97,86%
em um tempo reacional extremamente pequeno com emprego de 61,60 W e
sem utilizacdo de poténcia ultrassonica superando assim todos os demais
resultados obtidos neste trabalho, diante deste fato comprovou-se a viabilidade

do processo para emprego industrial.

6.2SUGESTOES

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as seguintes
sugestbes para trabalhos futuros podem ser delineadas:
e Avaliacdo de outras lipases para a sintese de ésteres etilicos, incluindo
enzimas ndo comerciais.
e Estudar a producédo de ésteres etilicos a partir de outros 6leos vegetais.
e Realizar uma investigacdo mais aprofundada sobre a producdo de
biodiesel em modo continuo utilizando o 6éleo de macauba, variar a
razdo molar e o alcool.
e Propor metodologia para viabilizar o reuso da enzima por varios ciclos.
e Modelagem cinética dos dados experimentais obtidos.
e Construcdo de um reator continuo, mas em seérie, para tentar remover o
glicerol formado e acumulado durante o processo.
e Estudo da reacao de esterificacdo da carga acida com outros alcoois e

variando a razao molar.
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e Associar a producéo de biodiesel em banho de ultrassom com condi¢cbes

supercriticas de pressao, e uso de co-solventes.
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APENDICE A — ANALISES CROMATOGRAFICAS

Neste apéndice é apresentada a metodologia de célculo adotada para

determinacao do teor em termos de ésteres de acidos graxos.

Esteres de Acidos Graxos

Em relacdo ao método cromatografico utilizado para quantificacdo dos
ésteres de acidos graxos utilizou-se o método conforme a norma EN 14 103
(2003). Sendo que o0 mesmo consiste na injecdo de amostras em um
cromatografo gasoso com detector de ionizacdo de chama (CG/FID Shimadzu
modelo GC 2010) equipado com injetor automatico AOC-20i e uma coluna
capilar RTX - Wax (30m x 0,25 mm x 0,25 mm), com as seguintes condi¢cdes
cromatograficas: temperatura inicial da coluna de 120 °C, permanecendo por 1
minuto nesta condicdo, aumentando-se a temperatura a uma taxa de 15
°C/minuto até 180 °C, permanecendo assim por 2 minutos, e aumentando
novamente a uma taxa de 5 °C/min até 250 °C permanecendo 2 minuto nesta
condicdo. Ar sintético e nitrogénio era utilizados como gas de arraste e a
temperatura do injetor e detector eram 250 °C e a taxa de split de 1:50.

As amostras referentes a cada experimento foram preparadas em
triplicata conforme descrito no capitulo de materiais e métodos. Utilizou-se a
mesma metodologia de preparo das amostras para andlise descritas por Sliva
(2009), realizou adaptagao da EN 14 103 (2003), devido ao alto consumo de
padrao interno indicado pela normativa. As adaptacdes em relacdo ao método
oficial foram testadas com base a amostra de biodiesel etilico de soja obtido
pelo método de catélise alcalina utilizando hidroxido de sédio como catalisador,
em condicbes de reacdo otimizadas por Faccio (2004), conforme é

apresentado na Tabela A.1.
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Tabela A.l: Testes da metodologia de andlise, referentes as amostras de

biodiesel etilico de soja.

Concentracao em

Concentracao em

Amostra Esteres (%) EN 14103 Esteres (%) EN 14103 Desvio Padrédo
adaptada
1.1 97,6 97,3 0,21
1.2 97,5 96,8 0,49
2.1 98,2 97,54 0,46
2.2 97,8 98,2 0,28

Os resultados apresentados na Tabela A.1l,

confirmar a

representatibilidade da metodologia utilizada no preparo das amostras para

quantificacdo de ésteres de acidos graxos, uma vez que os desvios padrdes

obtido em relacéo as diferentes metodologias foram baixos (SILVA, 2009).

Calculos do teor de ésteres etilicos

As amostras foram preparadas apés evaporag¢do do etanol conforme

apresentado no Capitulo 3. A solucdo preparada era entdo injetada em

cromatografo gasoso em duplicata e o calculo do teor de ésteres etilicos da

amostra era obtido através da equacéo abaixo, com base na EN 14103 (2003):

Esteres(%) = (

onde:

API

amostra

> A-API CPI ]*100

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

Ap, = Area do padrdo interno (C17:0 — Heptadecanoato de metila);

Cpi = Concentracao do Padréo Interno na amostra injetada [mg/L)];

Camostra = Concentracdo da amostra injetada [mg/L].
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De acordo com Silva (2009) a Tabela A.2 relata a composi¢cdo quimica
obtida pela derivatizacdo do 6leo de soja com BFs/MetOH conforme AOCS
(1990), o peso molecular médio do 6leo de soja € de 871,91 g/gmol e 306,9

g/gmol para seus ésteres etilicos.

Tabela A.2. Composicado 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 (acido esteérico) 3,80+0,01
C18:1 (acido oléico) 27,70+0,02
C18:2 (acido linoléico) 52,70+0,13
C18:3 (acido linolénico) 5,00%0,03

Fonte: SILVA, 2009.

Desta forma, com a conversdo completa da reacao, para cada mol de
triglicerideo reagido, serdo produzidos: 1010,9 g de produtos, dos quais 918,99
sdo ésteres e 92g é glicerol. Considerando a estequiometria de uma reacéo
com 100% de converséao, cerca de 91% dos produtos correspondem a mistura
de ésteres (Silva, 2009).

1010,9 g produtos ------------------- --->100%
918,9 g ésteres-------------mmmmmmmmmneen > X
X=91%

Considerando 91% da massa de amostra coletada, obtém-se a massa
referente ao teor de ésteres tedrico que deveriam estar presentes na amostra

se a conversao da reagao atingisse 100%.

massa coletada (Q) -------------------------- > 100%

massa teorica (g) -----------=-=-====m=mmmmmmm oo > 91% sao ésteres
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Logo, a conversao em ésteres da reacdo € obtida substituindo a Camostra

na equacao pela Cigorica, deste modo:

API C

tedrica

A— API
Converséo em Esteres(%) = (Z CPl }*100
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