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O potencial de aplicacdes de lipases em processos tecnolégicos para a modificagao
de 6leos e gorduras tem sido objeto de grande interesse nos meios cientificos, econémico e
industrial nos ultimos anos. O principal objetivo deste trabalho foi o estudo comparativo da
reacdo de alcodlise dos 6leos de mamona e soja através do uso de catalisador quimico e
enzimatico. Na reacao catalisada por NaOH, os experimentos foram realizados variando a
razao molar 6leo-etanol, a temperatura, a concentracédo de catalisador e o tempo de reacao,
de acordo com um planejamento de experimentos pré-estabelecido. A conversao da reagao
foi determinada por gravimetria. Ja para a reagao enzimatica, com uso de n-hexano como
solvente, lipases comerciais imobilizadas (Lipozyme IM, Novozym 435) foram utilizadas, os
experimentos foram realizados variando temperatura, concentracdo de agua e de enzima e
razao molar 6leo-etanol. A conversado da reacao foi determinada pela andlise das amostras
em GC/MS. Um modelo empirico foi construido para avaliar a influéncia das variaveis de
processo, bem como determinar as condi¢des que maximizam a conversao para cada
sistema estudado. Os resultados mostram que tanto com o uso de catalisador quimico como

com o uso de enzimas em solvente organico conversdes préximas a 100% foram obtidas.
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Recently, there has been a growing interest in the application of lipases for
industrial process related to the modification of oils and fats. The main objective of
this work was to perform a comparative study on the alcoholysis of soybean and
castor oils by enzyme- and alkaline-catalyzed reactions. When using NaOH as
catalyst, the effect of oil to ethanol molar ratio, temperature, catalyst concentration
and reaction time were evaluated through the adoption of an experimental design.
Conversion for this type of reaction was determined by gravimetric measurements.
For the lipase-catalyzed reaction, two commercial immobilized enzymes were
employed in n-hexane as solvents (Lipozyme IM and Novozym 435) and the
experiments were carried out varying the temperature, water and enzyme
concentration and the oil to ethanol molar ratio. Reaction conversion was determined
by analysis of the products in a GC/MS. An empirical model was then built so as to
assess the effects of process variables on the reaction conversion as well as for
determining optimum operating conditions. The results show that conversions near

100% were obtained with the use of both chemical and enzyme catalysts.
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Capitulo 1 — Introducao 1

1 INTRODUCAO

Com excecao de hidrelétricas e da energia nuclear, a maior parte de toda a
energia consumida no mundo vem do petroleo, do carvao e do gas natural. Como
essas fontes sao limitadas e deverao se esgotar no futuro, a visdo de uma fonte
alternativa de energia € de vital importancia (NASCIMENTO et al., 2001). Ha estudos
que permitem situar por volta do ano de 2030 uma aguda escassez de petréleo, com
o correspondente encarecimento. A elevacdo do preco dos combustiveis devera
reduzir a competitividade industrial dos paises que ndo tenham desenvolvido fontes
alternativas (Relatério PETROBRAS — Etapa Agribusiness, 2003).

Tendo em vista estes aspectos, um crescente interesse na modificacao de
6leos e gorduras tem sido verificado nos ultimos anos. Esta tendéncia pode ser
principalmente atribuida ao fato de que os oleoquimicos (substancia quimicas
derivadas das gorduras e dos 6leos naturais) sdo obtidos de fontes renovaveis,
podendo ser produzidos em muitos paises. Além disso, a crescente disponibilidade
de 6leos e gorduras nos paises desenvolvidos tem estimulado tanto a pesquisa
fundamental quanto a aplicada, na direcao da produgéao de produtos alternativos de
alto valor agregado, derivados de lipideos (MALCATA et al., 1990).

Os lipideos sdo uma importante matéria-prima para as industrias quimica,
farmacéutica e de alimentos, com uma producdo mundial de 6leos e gorduras de
aproximadamente 117,302 milhdes de toneladas em 2001 (Relatério PETROBRAS —
Etapa Agribusiness, 2003).

Entre os processos mais promissores para modificacdo de lipideos estdo as
reacdes de hidrolise, sintese de ésteres e transesterificacdo destes materiais na

presenca de catalisadores quimicos (acidos e bases) ou enzimaticos.

O Dbiodiesel (mistura de ésteres etilicos) produzido a partir da
transesterificagcdo de 6leos vegetais ndo produz éxido de enxofre e minimiza em 1/3
as particulas emitidas, em comparagédo com o 6leo diesel obtido do petréleo. Em
funcdo destas vantagens em relacdo ao meio ambiente, o biodiesel pode ser
esperado como um substituto para o éleo diesel convencional (MURAYAMA, 1994;

ISO et al., 2001). Até o presente, o biodiesel tem sido produzido com o emprego de
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catalisadores bésicos ou acidos usando Oleos vegetais, na Europa e EUA. No
entanto, a exigéncia de remocéao do catalisador e o gasto excessivo de energia sdo
0S maiores inconvenientes do processo quimico. Assim sendo, a substituicdo do
catalisador quimico por enzimas pode diminuir estes problemas, justificando o
desenvolvimento de pesquisas utilizando lipases como catalisador (ISO et al., 2001).
As lipases possibilitam a utilizagcdo de condi¢des reacionais brandas, evitando, por
exemplo, o emprego de altas temperaturas (acima de 70°C), que podem levar a
formacdo de produtos com coloracdo escura, bem como conferir sabor e odor
desagradaveis ao produto final (OLIVEIRA,1999).

Dentre as matérias-primas nacionais que apresentam interesse na producao de
compostos de alto valor agregado, a partir de oleaginosas, destacam-se o 6leo de

soja e 6leo de mamona.

O metanol é o alcool comumente utilizado nas reagdes de transesterificagao
catalisadas por alcalis, acidos ou enzimas (MA e HANNA, 1999; FUKUDA et al.,
2001). Entretanto, no contexto brasileiro, o etanol tem forca natural desde que o
Brasil se tornou o maior produtor mundial, com uma tecnologia de producdo bem
estabelecida, grande capacidade industrial, com plantas instaladas em todo o pais e
devido ao fato de que o etanol é obtido de um recurso renovavel.

O éleo de mamona € mais usado, em termos quantitativos, na fabricacao de
tintas, vernizes, cosméticos e sabdes. E também importante na producdo de
plasticos e de fibras sintéticas e, devidamente processado, destaca-se como
lubrificante (SANTOS et al., 2001). Conforme comentado acima e segundo citacao
de CHIERICE & CLARO NETO (2001) no Relatério PETROBRAS - Etapa
Agribusiness (2003), o 6leo de mamona que nao entra na cadeia alimenticia, € um
produto estritamente industrial, podendo ser considerado um petréleo verde. Podem
ser obtidos a partir dele, inUmeros produtos quimicos hoje extraidos do petréleo,
além de poder ser utilizado como fonte energética renovavel em substituicao ao 6leo

diesel.

COELHO (1979) afirma que de cada 100kg de mamona em bagas se obtém,
em geral, 45kg de 6leo e 50kg de farelo e torta; do dleo, 36kg sdo do tipo 1, de
melhor qualidade, obtido por prensagem que geralmente é hidraulica, e 9kg séo do
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tipo 3, de qualidade inferior, obtidos por extracdo com solvente quimico. O teor de
6leo das sementes de mamona varia em torno de 35 a 55%, cujo padrao comercial é
de 45% (VIEIRA et al., 1997).

Em termos de 6leo de mamona os trés maiores produtores mundiais sao a
india, a China e o Brasil participando eles, em 2001, com 92% da produgdo mundial.
Os trés maiores importadores mundiais sado a Franga, os Estados Unidos e a China.
O Brasil aparece como segundo maior exportador mundial, mas a uma grande
distancia da India que, em 2001, participou com 85% das exportagcdes mundiais

(www.embrapa.gov.br).

No Brasil, de acordo com o Relatério de Acompanhamento de Safras da
CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento, jul/2001), a producdo de soja
chegou a 32,3 milhdes de toneladas plantadas em 2000, o que representa em torno
de 4,1 milhdes de toneladas de 6leo, segundo a ABIOVE (Associagao Brasileira das
Industrias de Oleos Vegetais).

A produtividade brasileira tem crescido continuamente. Porém, o rendimento
do 6leo de soja nao € alto se comparado ao de outras leguminosas, devido ao fato
da soja conter apenas em torno de 18% de 6leo (Relatério PETROBRAS — Etapa
Agribusiness, 2003).

O Brasil € o segundo maior produtor e exportador mundial de soja.
Inicialmente, o 6leo de soja brasileiro era destinado ao mercado interno. Mais tarde
comegou a ser exportado para mercados de menor poder aquisitivo, como o0s
mercados asiaticos. Mais recentemente, o éleo vem encontrando dificuldades de
colocacdo, em funcdo de produtores concorrentes (até mesmo, paises nao
produtores de soja, que compram o grdao para industrializa-lo) (Relatério
PETROBRAS — Etapa Agribusiness, 2003).

Neste contexto, ésteres obtidos a partir destes 6leos poderiam agregar valor a

matérias-primas com perspectivas no desenvolvimento de novas aplicagées.

Em que pese a relevancia cientifica e tecnolégica da producédo de ésteres a
partir da alcodlise de 6leos vegetais, visando posterior aplicagdo tanto na industria

oleoquimica quanto na obtengcdo de um biocombustivel, verificou-se a partir do
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estado da arte a auséncia de um estudo sistematico referente ao sistema reacional
de interesse deste trabalho, quer seja com catalisador enzimatico bem como na

presenca de catalisador alcalino.

Com base nestes aspectos, o presente trabalho tem por objetivo o estudo da
producdo de biodiesel (mistura de ésteres etilicos) através da realizagcdo de
modificacdo de dleos vegetais (mamona e soja), via reagao de alcodlise em meio
organico. Para comparar os dados experimentais obtidos na alcodlise enzimatica em

meio orgéanico sera realizada a alcodlise utilizando catalisador quimico.

Levando em consideragdo estes aspectos, as seguintes etapas foram
realizadas as quais podem ser visualizadas como objetivos especificos: verificacdo
da influéncia das variaveis — temperatura, razdo molar 6leo-etanol, concentracao de
catalisador quimico e tempo de reacdo — na conversdo do processo, utilizando
hidréxido de sodio (NaOH) como catalisador; otimizacao da conversao da alcoodlise
quimica de Odleos vegetais — dados experimentais e modelagem estatistica;
verificagdo da influéncia das variaveis — temperatura, razdo molar 6éleo-etanol,
concentracdo de enzima e concentracdo de agua adicionada — na conversao do
processo, utilizando n-hexano como solvente e estudo cinético e otimizagdo da
conversao da alcodlise enzimatica de 6leos vegetais em solvente organico — dados

experimentais e modelagem estatistica.

Como forma de embasamento ao trabalho ora proposto, serdo apresentados
nos primeiros capitulos: a introdugé@o e a revisao bibliografica, procurando fornecer
base tedrica bem como os resultados obtidos na literatura referentes ao tema deste
trabalho.

O Capitulo 3 apresenta os materiais e métodos analiticos utilizados no decorrer
do trabalho, no Capitulo 4 encontram-se os resultados obtidos na alcodlise quimica
e enzimatica para os sistemas estudados. Como forma de finalizar o trabalho, as
conclusbes bem como sugestées para trabalhos futuros serdo apresentadas no
Capitulo 5.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Devido a grande variedade de assuntos que fazem parte da proposta deste
trabalho, a revisdo bibliografica aqui apresentada foi dividida em temas distintos,
procurando fornecer uma seqiiéncia l6gica de eventos, enquadrando, globalmente,
todos os pontos relevantes do trabalho. Primeiramente, o contexto no qual o trabalho
se insere é apresentado. A seguir, as reacdes de biotransformacao de dleos e
gorduras, objeto de estudo deste trabalho, sdo expostas. Especial atencao € dada a
utilizacdo de lipases como catalisadores para este tipo de reacado, ressaltando
importantes propriedades deste tipo de enzima, empregada ao longo do presente
trabalho. Na sequéncia deste capitulo, a utilizagdo de solventes orgéanicos, objeto de
estudo deste trabalho, é relatada, principalmente no que se refere as vantagens e
desvantagens na utilizacdo dos mesmos. Apos o fornecimento de todas as
informagdes necessarias ao completo entendimento do trabalho, uma revisdo
relacionada a reagao enzimatica de particular interesse neste trabalho, alcodlise de
Oleos vegetais, é apresentada. Neste item, a compilagdo de todos os temas citados

neste capitulo é realizada, enfocando a reacao de interesse especifico.

2.1 CONTEXTO

Cerca de dois tercos da producao mundial de 6leos e gorduras sao destinados
ao consumo humano e animal. Contudo, a produgdo restante € usada em uma
ampla variedade de aplica¢des industriais. Recentemente, tem surgido um grande
interesse na transformacao biotecnoldgica de éleos e gorduras, visando a utilizagao
destas matérias-primas na produg¢do de compostos de alto valor agregado, de uso
potencial na industria farmacéutica, de alimentos, oleoquimica, entre outras. A
Tabela 2.1 apresenta a producdo mundial de Oleos e gorduras classificadas por
fontes no periodo de 1994 a 2001.
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Tabela 2.1 — Producédo mundial de éleos e gorduras no periodo de 1994 a 2001 (mil

toneladas).

Oleos/Gorduras 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Oleo de Soja 18.684 20.404 20.322 21.052 24.038 24.809 25.546 27.779
Oleo de Palma 14.304 15.210 16.282 17.903 16.919 20.631 21.825 23.355
Oleo de Palmiste 1.861 1.945 2083 2230 2.168 2557 2688 2.872
Oleo de Colza 9.970 10.955 11.479 11.830 12.229 13.066 14.467 13.725
Oleo de Girassol 7.391 8556 9.006 9.165 8439 9.308 9.677 8.223
Oleo de Amendoim 4309 4.423 4563 4521 4502 4694 4573 5073
Oleo de Algodao 3566 3.905 4.119 4.047 4.043 3.822 3.852 4.006
Oleo de Coco 3.015 3.350 2.867 3.301 3.107 2388 3272 3.539
Oleo de Oliva 1.900 1.888 2.042 2701 2588 2461 2545 2690
Oleo de Milho 1.675 1.855 1.834 1.858 1.880 1.938 1.968 1.962
Oleo de Gergelim 616 589 668 723 736 726 715 751
Oleo de Linhaga 636 701 666 691 694 730 698 621
Oleo de Mamona 446 483 479 442 441 442 494 515
Total de Oleo Vegetal 68.373 74.264 76.410 80.464 81.784 87.572 92.320 95.111
Sebo 7550 7.507 7.500 7.572 7.784 8175 8.199 8.196
Manteiga 5.677 5677 5648 5685 5761 5918 6.026 6.059
Banha de Porco 5430 5692 5936 6.150 6.520 6.703 6.716 6.815
Oleo de Peixe 1.490 1.285 1.336 1.194 865 1.354 1.416  1.121
Total Oleo Animal e Gordura 20.147 20.161 20.420 20.601 20.930 22.150 22.357 22.191

TOTAL 88.520 94.425 96.830 101.065 102.714 109.722 114.677 117.302

FONTE: Oil World Annual 2001, 2000, 1999, 1998 & Oil World Weekly (22 March & 5 April 2002);
MPOB — Para dados sobre a Malasia.

Tecnologias como fracionamento e hidrogenacao tornaram possivel o uso de
Oleos e gorduras em diversas areas da industria de oleoquimicos. Alem disso,
reacdes envolvendo 6leos e gorduras tém despertado grande interesse, tornando
possivel o uso de tais matérias-primas de baixo valor comercial como substratos
para producdo de compostos de importancia para a industria farmacéutica e de
alimentos, principalmente. Dentre as matérias-primas nacionais que apresentam
interesse na producao de compostos de alto valor agregado, destacam-se o 6leo de

soja e o de mamona.
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Em termos de 6leo de mamona os trés maiores produtores mundiais sao a
india, a China e o Brasil participando eles, em 2001, com 92% da produgdo mundial.
Os trés maiores importadores mundiais sao a Franca, os Estados Unidos e a China.
O Brasil aparece como segundo maior exportador mundial, mas a uma grande
distancia da india que, em 2001, participou com 85% das exportacdes mundiais de
acordo com a Tabela 2.2 (www.embrapa.gov.br).

Tabela 2.2 — Principais paises produtores, importadores e exportadores de 6leo de

mamona (1000t).

PRODUTORES
Paises Médias anuais
1998 1999 2000 2001
india 289,0 293,0 271,0 271,0
China 96,03 109,2 218,1 127,0
Brasil 21,10 21,1 51,9 39,0
Mundo 4478 463,2 582,5 4784
IMPORTADORES
Paises Médias anuais
1998 1999 2000 2001
Franca 41,9 31,7 76,7 nd
EUA 48,5 46,7 40,7 nd
China 43,6 35,7 32,3 nd
Mundo 256, 1 2428 286,7 nd
EXPORTADORES
Paises Médias anuais
1998 1999 2000 2001
india 185,7 2445 238,9 nd
Brasil 17,1 2,6 16,7 nd
Alemanha 5,6 7.3 6,2 nd
Mundo 2227 273,1 281,1 nd

nd = nao definido

No Brasil, de acordo com o Relatério de Acompanhamento de Safras da
CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento, jul/2001), a producdo de soja
chegou a 32,3 milhGes de toneladas plantadas em 1999 (Tabela 2.3), o que
representa em torno de 4,1 milhdes de toneladas de 6leo, segundo a ABIOVE

(Associacdo Brasileira das Industrias de Oleos Vegetais — Tabela 2.4).
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Tabela 2.3 — Brasil: Area, producdo e produtividade de soja.

Ano/Safra Area Producao Produtividade

(ha) (t) (kg/ha)

85/86 9.259 13.242 1.430
86/87 9.164 17.028 1.858
87/88 10.681 18.128 1.697
88/89 12.246 23.906 1.952
89/90 11.533 20.179 1.750
90/91 9.743 15.395 1.580
91/92 9.582 19.419 2.027
92/93 10.717 23.042 2.150
93/94 11.502 25.059 2179
94/95 11.679 25.934 2.221
95/96 10.710 23.190 2.165
96/97 11.381 26.160 2.299
97/98 13.176 31.364 2.380
98/99 12.995 30.765 2.367
99/2000 13.508 32.345 2.395
2000/01 13.685 37.218 2.720

FONTE: Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB)

Tabela 2.4 — Produgéo de 6leo de soja no Mercosul (1000t).

Ano Paraguai Uruguai Argentina Brasil Mercosul
1990 32 991 1.144 3.028 5.194
1991 57 967 1.232 2.917 5.173
1992 89 1 1.402 2.646 4.138
1993 91 1 1.466 2.777 4.336
1994 119 3 1.541 3.174 4.836
1995 107 2 1.599 3.530 5.239
1996 119 2 1.838 4.074 6.033
1997 135 2 1.869 3.785 5.790
1998 125 3 2.696 3.559 6.383
1999 123 3 3.093 4157 7.376

FONTE: Argentina (SAGyP), Uruguai/Paraguai (FAQO) e Brasil (ABIOVE).



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 9

2.2 REACOES DE TRANSFORMAGCAO DE OLEOS E GORDURAS

Neste cenario, dentre 0s processos mais promissores para modificacdo de
Oleos e gorduras estdo as reagdes de hidrélise, sintese de ésteres e
transesterificacdo destes materiais na presenca de catalisadores quimicos ou

enzimaticos.

2.2.1 O uso de catalisadores quimicos

Métodos quimicos convencionais para transformacado de éleos e gorduras
envolvem a producdo de triglicerideos modificados, de importancia para industrias
de alimentos e farmacéutica, na presencga de catalisadores &cidos ou basicos, sendo
o &cido sulfurico comumente utilizado para esta fungcdo. No entanto, ele geralmente
leva a formacado de subprodutos indesejaveis que podem ser dificeis de serem
separados e recuperados do produto (AL SAADI et al., 1981). Neste sentido, 0 uso
de catalisadores &cidos, além de proporcionar baixos rendimentos, possui 0
inconveniente da acao corrosiva destes compostos, o que implicaria na necessidade

de equipamentos especificos para tal fim.

Apesar dos elevados rendimentos obtidos quando da utilizagdo de
catalisadores basicos, como hidroxidos alcalinos, as reagées devem ser conduzidas
somente usando Oleos vegetais neutros ou de baixa acidez, pois a presenca de
acidos graxos livres neutraliza a acao catalitica. Além do mais, a separagdo dos
sabdes formados na reagado apresenta algumas dificuldades, que conduzem quase

sempre a perdas no rendimento da mistura de ésteres.

Aplicacdes

Pesquisas recentes sobre producdo de biodiesel tém sido apresentadas na
literatura: na Europa investiga-se os ésteres obtidos a partir do éleo de canola; na
Malasia ésteres do O6leo de palma; ésteres do Oleo de soja também tém
caracteristicas potenciais para uso como diesel alternativo, existindo muitas
pesquisas nesta area. O biodiesel ja estd sendo produzido a partir de residuo de
6leo comestivel em escala piloto no Japdo. Embora eficiente em termos de

rendimento da reac¢do e tempo, a abordagem quimica para sintetizar alquil-ésteres
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de triglicerideos, possui severos inconvenientes, incluindo dificuldades na
recuperacao do glicerol, a necessidade de remover o sal residual e a intensiva
energia natural do processo. Por outro lado, o uso de biocatalisadores permite a
sintese especifica de alquil-ésteres, facil recuperacao do glicerol e transesterificacao

de glicerideos com grande quantidade de acido graxo livre (ASANO et al., 2002).

2.2.2 O uso de lipases como catalisadores

Lipases

Lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (glicerol éster hidrolases
E.C. 3.1.1.3) e atuam sobre a ligacao éster de varios compostos, sendo os
acilgliceréis seus melhores substratos. A hidrélise de triacilglicerdis utilizando lipases
€ uma reagao reversivel e, portanto, o equilibrio pode ser alterado através da
variagdo da concentragdo de reagentes e/ou produtos. A possibilidade de se
deslocar o equilibrio no sentido da sintese de éster tem sido estudada e comprovada
(MACRAE e HAMMOND, 1985). Para a obtencéo de altos rendimentos em reagdes
de interesterificacdo de Oleos vegetais € necessario promover o controle da

quantidade 6tima de agua no sistema reacional.

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a
partir de fontes animais, vegetais e microbianas. Antigamente, elas eram
predominantemente obtidas a partir do pancreas de animais e usadas como auxiliar
digestivo para consumo humano (FROST e MOSS, 1987). Atualmente, as lipases
séo produzidas, preferencialmente, a partir de microrganismos devido as facilidades
de controle e de aumento da capacidade produtiva dos processos fermentativos,
além da reducédo do seu custo de obtencdo. Em geral, os microrganismos mais
utilizados para producao de lipases sédo fungos dos géneros Rhizopus, Aspergillus,

Geotrichum e Mucor.

Cabe ressaltar que revisdes especificas sobre lipases sao bastante freqlientes
na literatura (FREIRE, 1996; QUEIROZ JUNIOR, 1996; MEIRELLES, 1997;
MERCON, 1998 e OLIVEIRA, 1999).
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Propriedades fisico-quimicas

As lipases sdo usualmente estaveis em solugbes aquosas neutras a
temperatura ambiente. A maioria das lipases apresenta sua atividade 6tima na faixa
de temperatura de 30 a 40°C. Sua termoestabilidade varia consideravelmente em
funcdo de sua origem, sendo as lipases microbianas as que possuem maior
estabilidade térmica (MACRAE e HAMMOND, 1985).

Em geral, lipases sédo ativas em uma ampla faixa de valores de pH,
apresentando uma alta atividade na faixa de pH 5-9, com um maximo
freqlientemente situado entre 6 e 8 (MACRAE e HAMMOND, 1985).

O peso molecular das lipases pode variar de 20000 a 60000 daltons. Algumas
lipases sdo conhecidas por formar agregados em solugao e isto pode explicar o alto
peso molecular reportado para algumas lipases parcialmente purificadas (MACRAE
e HAMMOND, 1985).

De acordo com OLIVEIRA (1999) que realizou a alcodlise enzimatica de 6leo
de palma em solvente orgénico, a concentragdo de agua e atividade das enzimas
foram determinadas periodicamente, visando o acompanhamento destas variaveis e
a deteccdo de possiveis problemas causados nos experimentos pela perda da
atividade enzimatica. As enzimas foram mantidas em geladeira a 5°C e, no dia
anterior ao seu uso, foram colocadas em dessecador e levadas a estufa (50°C) para
reativacdo das mesmas. Constataram, procedendo desta forma, que as enzimas
mantiveram suas atividades e o teor de agua permaneceu constante durante a
realizacdo de todos os experimentos. Ressaltando ainda que, medidas da atividade
enzimatica no final dos experimentos mostraram ndo haver nenhuma perda, em
todas as condicbes experimentais estudadas. Na Tabela 2.5 encontram-se os
valores de atividade e concentragdo de agua das enzimas obtidas no estudo citado.

Tabela 2.5 — Atividade e concentragdo de agua das lipases utilizadas na alcodlise
enzimatica em n-hexano (OLIVEIRA, 1999).

Enzima Atividade Enzimatica (U/g) Concentracao de Agua (%p/p)
Lipozyme IM 0,179 4,95
Novozym 435 0,124 1,91
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Especificidade

A especificidade € uma caracteristica importante das lipases. De forma geral,
quatro tipos de especificidades podem ser definidas. A primeira é a especificidade
em relacdo a classe de lipideos. A enzima pode ser especifica em relagédo ao tipo de
éster, como por exemplo, tri-, di- ou monoglicerideos, colesterol éster, metil éster,
etc. A segunda é a regioespecificidade, que promove a seletividade da enzima pela
posicdo da ligacdo éster numa molécula. O terceiro tipo é a especificidade em
relacdo ao residuo de &cido graxo, na qual a lipase € especifica em relacdo ao
comprimento da cadeia ou em relagdo a presenca de dupla ligacdo nesta cadeia.
Finalmente, merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja, algumas lipases
catalisam apenas a hidrdlise ou a esterificacdo de um ou dois estereoisémeros (VAN
DER PADT, 1993).

Atuacao na interface

Uma caracteristica especifica das lipases é a sua capacidade de agir sobre
substratos pouco soluveis em agua, atuando somente na interface agua/lipideo,
diferenciando-se, assim, das esterases, que atuam sobre a ligacdo éster de
substancias soluveis em agua. A atividade catalitica das lipases € sensivelmente
diminuida na auséncia de uma interface, o que é evidenciado pela baixa conversao
na hidrélise de ésteres soluveis em 4gua por elas catalisada (OLIVEIRA, 1999).

Varias hipoteses tém sido propostas para explicar a ativacao de lipases nas
interfaces e elas incluem: a) uma mudanga conformacional induzida interfacialmente
gerando uma enzima mais ativa; isto é explicado pelo fato de que os sitios de
adsorcao na interface ndo sao os sitios ativos onde ocorre a reacao, desta forma, ao
entrar em contato com a interface a lipase assume uma nova conformagéo espacial;
b) uma maior concentragdo do substrato no local; c) uma orientagdo mais favoravel
do substrato; d) um menor grau de hidratagdo do substrato, tendo em vista que a
hidratagdo das moléculas de lipideo representa uma protecdo as ligagdes éster.
Logo, devido a redugédo do numero das moléculas de agua, esta prote¢cao diminui,
favorecendo a acao de lipases (YANG e RUSSEL, 1996).
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Aplicac6es

Mais de 95% dos processos enzimaticos empregados atualmente utilizam
hidrolases (proteases, carbohidrolases e lipases), sendo que 5-10% cabem as
lipases. As lipases sdo extremamente versateis, pois catalisam vérias reagdes e

diversos substratos, quando comparadas as outras hidrolases (GANDHI, 1997).

Apesar das lipases serem usadas industrialmente ha varias décadas, o numero
de aplicagcbes e a quantidade de lipases manufaturadas sao limitados.
Consequientemente, a importdncia econdmica das lipases na industria tem sido
muito restrita em comparagdo com as principais enzimas industriais, tais como
proteases e carbohidrolases. O mercado mundial de enzimas industriais foi
estimado, em 1994, em cerca de cem milhGes de dolares (YANG e RUSSEL, 1996).
A partir de 1984, com os estudos pioneiros de KLIBANOV et al. (YANG e RUSSEL,
1996) sobre 0 uso de enzimas em solventes organicos contendo uma pequena
quantidade de agua ou mesmo sem a adicao desta, novas aplicacées para estas

enzimas comegaram a ser exploradas.

O potencial de aplicacdo de lipases em processos biotecnologicos para a
modificacdo de 6leos e gorduras tem sido objeto de grande interesse nos meios
cientifico, econémico e industrial nos ultimos anos (PRAZERES et al., 1993). Surgiu,
entdo, a possibilidade de realizacdo de varios tipos de reagcbes enzimaticas de
interesse cientifico e industrial, tais como sintese de ésteres, hidrolise e

interesterificagao.

A reacdo de hidrélise envolve ataque na ligacdo éster do triglicerideo na
presenca de moléculas de agua para produzir glicerol e acidos graxos. A alta
especificidade das lipases em relacdo ao substrato triglicerideo com relagcéo ao tipo
e a posicao estereoespecifica do residuo de acido graxo propicia um grande numero
de aplicagdes dentro da area de alimentos. Aromatizantes para uso em alimentos
destinados ao consumo humano e animal tém sido obtidos através da hidrélise
parcial de triglicerideos (MALCATA et al., 1990). Processos comerciais incluem a
modificacdo enzimatica da gordura do leite bem como o desenvolvimento de

preparagdes enzimaticas para utilizagcado na producao de queijos.
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Ap6s a realizacdo de estudos que comprovaram que lipases mantém sua
atividade e estabilidade em solventes organicos, novas e importantes aplicacoes

destes catalisadores naturais foram desenvolvidas (OLIVEIRA, 1999).

A reacdo de esterificacdo entre polidis e acidos graxos livres é, em sua
esséncia, a reacdo inversa da hidrolise do glicerideo correspondente. As
velocidades relativas da reacdo direta (hidrolise) e inversa (esterificacdo) séo
usualmente controladas pela atividade de agua da mistura reacional. Exemplos de
produtos quimicos de alto valor obtidos pelo uso de lipases para esterificacdo
incluem a sintese de ésteres de acido oléico com alcoois alifaticos primarios e
secundarios e alcoois terpénicos e a producao de ésteres dos alcoois geraniol e
mentol com acido butirico e acido laurico, respectivamente (OLIVEIRA, 1999). O
termo interesterificacao refere-se a troca de radicais acil entre um éster e um acido
(aciddlise), um éster e um alcool (alcodlise) ou um éster e outro éster
(transesterificacao). Nessas reacdes o triglicerideo reage com um acido graxo, um
alcool ou outro éster, resultando em um rearranjo dos grupos de acidos graxos do
triglicerideo de forma a produzir-se um novo triglicerideo (Figura 2.1). O rearranjo é o
resultado de reagdes concorrentes de hidrélise e esterificacdo. A concentragédo 6tima
de agua no meio reacional deve ser suficientemente baixa de forma a minimizar a
formacao de produtos de hidrdlise indesejaveis, mas deve ser suficiente para que a
enzima permaneca totalmente ativa (MALCATA et al., 1990).
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Acidélise
A A
A + B < A + A
A B

Alcodlise (Glicerolise)

A OH OH OH
E A+ EOH = EA + A +  ete
A OH A OH

Transesterificacao

A B A
A B B

Figura 2.1 — Esquema das principais reagdes enzimaticas de interesterificacao.
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A distribuicao dos triglicerideos resultantes da interesterificacdo é controlada
através da concentragdo relativa de espécies doadoras de grupo acil presentes,
permitindo a predicdo da concentracdo de cada triglicerideo no equilibrio. As
reacbes de interesterificacdo s&o utilizadas para alterar as propriedades fisico-

quimicas de um 6leo ou gordura de maneira desejada (MALCATA et al., 1990).

A especificidade das lipases pode ser explorada para produzir misturas
especificas de triglicerideos, o que nao poderia ser obtido por interesterificacdo nao
enzimatica, como por exemplo, substitutos da manteiga de cacau a partir de 6leos
vegetais mais baratos (CHANG et al., 1990).

A acdo de lipases sobre ligacbes éster tem sido estudada e realizada em
diferentes sistemas e contextos, com o intuito de explorar as vantagens deste
catalisador natural. Regioseletividade, estereoespecificidade, especificidade pelo
substrato e baixo consumo de energia sao algumas das caracteristicas que fazem
com que 0s processos catalisados por lipases se tornem mais atrativos do que os
processos convencionais ndo enzimaticos (PRAZERES et al., 1993).
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Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de otimizar os processos de
modificacdo de 6leos e gorduras catalisados por lipases, incluindo a utilizagcdo de
meios ndo convencionais, imobilizacdo da enzima, estudos cinéticos e de

estabilidade da enzima, modificagdes quimicas e desenvolvimento de bioreatores.

Embora a producdo destes compostos possa ser realizada com altos
rendimentos e razoavel pureza quando da utilizagdo de catalisadores convencionais,
as reacoes catalisadas por lipases apresentam uma série de vantagens que sao
extremamente importantes a medida que se torna crescente a necessidade de
elevados graus de pureza, como, por exemplo, para posterior utilizacdo em

cosméticos e alimentos.

A sintese enzimatica através das lipases permite a reducdo da temperatura
de reacdo. Temperaturas elevadas podem levar a degradacdo de substratos ou
produtos, gerando perdas de rendimento e de pureza (ILLANES, 1994).

Outra importante vantagem baseia-se na seletividade das enzimas. As lipases
apresentam regioespecificidade em relagdo a grupos hidroxila priméario e secundario
e estereoespecificidade reagindo preferencialmente com um isémero o6tico
(ILLANES, 1994).

As lipases podem também ser utilizadas na producdo de compostos dificeis
de serem obtidos por rota quimica devido ao comprimento da cadeia e as

insaturacdes ou que sao dificeis de serem separados das fontes naturais.

Enzimas imobilizadas

Uma das grandes vantagens da catdlise em meio ndo aquoso € que as
enzimas sao insollUveis em praticamente todos os solventes organicos. Contudo,
quando enzimas livres estdo suspensas em um solvente organico, elas tendem a
agregar-se e prendem-se as paredes do reator, principalmente quando &agua é
adicionada a este sistema para aumentar a atividade enzimatica. Este problema
pode ser solucionado através da imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos. A
imobilizagdo da enzima também pode minimizar o efeito desnaturante de muitos

solventes organicos sobre a maioria das enzimas, através de um material hidrofilico,
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que permite a manutencdo de um microambiente de alta atividade de agua em torno
das moléculas de enzima (ILLANES, 1994).

A utilizagédo de lipases imobilizadas facilita o desenvolvimento de processos
continuos, em escala comercial, ao contrario de operagées em pequena escala, que
geralmente empregam enzimas livres. O uso de reatores com lipase imobilizada
também conduz a um decréscimo no potencial para a contamina¢ao do produto com
lipase residual. Isto permite a reutilizagao da lipase, resultando em processos mais
econdmicos. A imobilizagao geralmente aumenta a estabilidade térmica e quimica da
lipase, podendo aumentar a resisténcia aos efeitos desnaturantes de varios
solventes organicos, permitindo um melhor controle do processo e da qualidade do
produto (MALCATA et al., 1990). Além disso, facilita a separacao do biocatalisador
do sistema de reacao para posterior reutilizagdo (ILLANES, 1994 e CASTRO, 1995).

A aplicagdo de enzimas imobilizadas como catalisadores de reagbes
envolvendo triglicerideos apresenta, desta forma, uma série de vantagens, tais
como: maior estabilidade, necessidade de baixos teores de agua e possibilidade de
reutilizacdo das enzimas em processos continuos ou em batelada (NOVO
NORDISK, 1992).

A baixa concentragcdo de agua é importante nas reacbes de esterificacéo e
interesterificacdo catalisadas por lipases para que o equilibrio seja deslocado no
sentido da formagéo dos produtos.

As lipases diferem ndao s6 quanto ao tipo de reacdo catalitica (atuam na

interface éleo-agua), mas também quanto ao tipo de imobilizagéo.

CARTA et al. (1995) estudaram reacgdes de esterificacao utilizando lipase de
Candida cilindracea imobilizada em suporte de nylon em reatores continuos e em
batelada. Os autores verificaram que a enzima imobilizada foi efetiva na sintese de
etilpropionato, isoamilpropionato e isometilbutirato. Utilizando etanol dissolvido em n-
hexano como substrato, a velocidade especifica maxima de esterificacao foi de 0,02
mol/h.g de proteina imobilizada, mas a enzima s6 se mostrou estavel quando a
concentracdo de substrato era inferior a 0,2 molar. Quando alcool isoamilico

dissolvido em hexano foi utilizado como substrato, velocidades da ordem de 0,085
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moles/h.g de proteina imobilizada foram observadas, além do que a enzima

permaneceu estavel em concentracdes maiores de substrato.

MUSTRANTA et al. (1993) utilizaram lipases de Candyda cilindracea,
Aspergillus niger e Pseudomonas fluorescens imobilizadas em resina de troca i6nica
e terra diatomacea por adsorcao, utilizando tampao ou hexano como solvente. As
preparagdes enzimaticas foram empregadas na esterificagdo de acido laurico com
diferentes alcoois. Os autores observaram que todas as preparacdes de enzimas

imobilizadas foram capazes de catalisar a sintese de metil, etil e amil lauratos.

ISO et al. (2001) compararam o desempenho da lipase de Pseudomonas
fluorescens livre e imobilizada na produgcdo de ésteres, usando trioleina e 6leo de
girassol e propanol e butanol como substratos. Com o uso de propanol e enzima
imobilizada a conversédo chegou a 100% em 10 horas, enquanto que para a enzima
livre obteve-se 90% em 25 horas, a temperatura foi mantida em 50°C. Os autores
constataram que para o butanol, a reagdo teve maior conversdo em um menor

tempo com o uso de enzima imobilizada.

Estudos cinéticos

O estudo cinético de reagdes catalisadas por lipases é dificultado pela néao
afinidade entre o substrato e a fase aquosa. Normalmente, uma emulsdo do
substrato em uma fase aquosa continua é utilizada e, alguns fatores irdo afetar as
propriedades interfaciais, influenciando as constantes cinéticas encontradas. A
analise de uma cinética enzimatica, geralmente, é realizada para a enzima e os
substratos dissolvidos de forma homogénea. No caso das reagdes catalisadas por
lipases este tratamento deve considerar a interagdo entre a enzima e o substrato
insoluvel na interface. A concentragcdo efetiva de substrato é dificil de ser
determinada, pois somente aquelas moléculas que estdo na interface estdo

disponiveis para a enzima (OLIVEIRA, 1999).

STAMATIS et al. (1993), estudando a cinética da reacao de esterificacao entre
acido laurico e (-)mentol catalisada por lipase de Penicillium simplicissimum em um

sistema de micela reversa formado por AOT/isooctano, propuseram o mecanismo
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cinético do tipo Ping-Pong bi-bi, sendo que os parametros cinéticos obtidos sao
aparentes visto que a determinacao de parametros cinéticos verdadeiros deve levar

em consideracao a concentragao real dos substratos.

CHULALAKSANANUKUL et al. (1993) estudaram o mecanismo cinético da
reacao de esterificacao catalisada por lipase de Mucor miehei imobilizada em resina
anidnica (Lipozyme IM) tendo o acido oleico e etanol como substratos e hexano
como solvente. Os autores propuseram também o mecanismo Ping-Pong bi-bi, mas
com inibigao por excesso de etanol.

Efeitos dos solventes organicos

A catdlise enzimatica era considerada um processo viavel somente em fase
aquosa. No entanto, pesquisas recentes demonstraram que as enzimas podem ser
ativas em solventes organicos, solventes gasosos e fluidos supercriticos (ILLANES,
1994).

O estudo de enzimas em meio orgéanico evoluiu significativamente nos ultimos
vinte anos. Tais estudos comecaram com a investigacdo do comportamento das
enzimas em sistemas predominantemente aquosos contendo pequenas quantidades
de solventes organicos misciveis em agua. Posteriormente, desenvolveram-se
sistemas enzimaticos para misturas de duas fases (aquosa/organica) e, em seguida,
em meio organico contendo uma fase aquosa dispersa (microemulsées).
Atualmente, observa-se um grande numero de aplicacdes utilizando suspensdes

enzimaticas em solventes organicos praticamente anidros (OLIVEIRA, 1999).

Uma das principais vantagens da catalise enzimatica em meio orgénico é a
possibilidade de efetuar reacdes que utilizam substratos pouco soluveis em agua.
Além disso, é possivel deslocar o equilibrio termodinamico de reagdes que nao
ocorreriam em meio aquoso, através da extracdo dos substratos e/ou produtos para
a fase aquosa e/ou organica ou através da diminuicdo da quantidade de agua do
meio reacional. Desta forma, reacbes como a esterificacdo e a interesterificagao
tornam-se viaveis industrialmente. Segundo MONOT (1994), a catalise enzimatica

em meio organico apresenta como principais vantagens:
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-Aumento da disponibilidade de substratos pouco solluveis em agua;
-Deslocamento do equilibrio das reagées;

-Diminuicdo do numero de reacdes indesejaveis;

-Simplificagdo dos procedimentos de recuperac¢do do produto e do biocatalisador;
- Controle da estereoseletividade das reagoes enzimaticas;

- Diminuig&o do risco de contaminag&o microbiana;

- Reducgéo de eventuais inibigdes por substratos e produtos;

- Aumento da estabilidade da enzima.

Por outro lado, estes sistemas também apresentam algumas desvantagens,
como: desnaturagédo e/ou inibicdo do catalisador na presenca do solvente organico,
aumento da complexidade do sistema de reagcédo e o aumento de custos adicionais
dos solventes, co-solventes ou surfactantes (ILLANES, 1994).

Acredita-se, atualmente, que as enzimas sao cataliticamente ativas em meio
organico porque elas permanecem na sua conformacao original. A incapacidade da
proteina de se desdobrar em meio ndo aquoso deve-se em parte, ao fato das
interagdes eletrostaticas entre os grupos integrantes da enzima serem aumentadas
em solventes organicos, devido a baixa constante dielétrica da maioria dos solventes
e também ao aumento do numero de ligagdes hidrogénio intramoleculares. A
integridade estrutural das proteinas em meio ndo aquoso tem sido verificada através
de experimentos incluindo ressonéancia nuclear magnética do estado solido e
cristalografia de raios X (YANG e RUSSEL, 1996).

DOSSAT et al. (2002) analisaram a transesterificagdo realizada em sistemas
usando solvente e sem solvente. Utilizaram como substratos o acido oléico (éleo de
girassol) e butanol e lipase imobilizada de Rhizomucor miehei, concluiram que no
sistema livre de solvente somente 60% do acido oléico foi convertido em éster, ja no

sistema com n-hexano 95% foi convertido.

A natureza do solvente organico é um fator importante a ser considerado na
catdlise enzimatica em meio ndo aquoso, pois 0 solvente ndao apenas afeta a

atividade e a estabilidade da enzima, como também modifica a sua especificidade.
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Os solventes menos nocivos as enzimas sao aqueles mais hidrofébicos, pois
interagem menos com a agua necessaria para o funcionamento da enzima.
Solventes hidrofilicos, ou seja, solventes que contém maior quantidade de grupos
polares ou centros capazes de formar pontes de hidrogénio, tendem a retirar a agua
essencial das proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade enziméatica.
ZAKS e KLIBANOV (1985) constataram que as enzimas suspensas em solventes
hidrofébicos requerem uma quantidade de agua substancialmente menor para
obtencdo de sua atividade maxima quando comparadas aquelas suspensas em
solventes hidrofilicos. De acordo com resultados experimentais, péde-se concluir
que a atividade enzimdtica em meio organico é primeiramente influenciada, néao
pelas interagdes do solvente com a enzima propriamente dita, mas pelas interagdes
com a agua ligada a enzima. Para uma dada quantidade de agua presente no
solvente, a atividade enzimatica nos solventes hidrofébicos é muito maior que nos
seus correspondentes hidrofilicos (KLIBANOV, 1997).

Os critérios para determinacdo da hidrofobicidade de um solvente estédo
sujeitos a controvérsias. Os mais importantes indicadores de hidrofobicidade sdo: o
parametro de Hildebrand (8), a constante dielétrica (X), o momento dipolar (i) e o
coeficiente de particdo (P) (ILLANES, 1994). A melhor classificacdo proposta foi
baseada no logP, sendo P o coeficiente de particdo do solvente em uma mistura
octanol/agua. O coeficiente de particao (P) de um composto € usualmente definido
como a razao entre suas concentracdes na fase organica e aquosa. Para obter
elevadas concentra¢des de produto € essencial utilizar um solvente organico no qual
o coeficiente de particdo do produto seja alto. Isto implica em uma eficiente extragéao
do produto para a fase orgéanica, o que produz uma conversdo mais elevada. Os
solventes mais adequados sdo os que apresentam logP maior que 2. Segundo
CARTA et al. (1995), a biocatalise de reagdes de sintese, tais como esterificagoes, é
geralmente considerada possivel em solventes imisciveis em agua que apresentam
logP maior que 4. Exemplos de logP de alguns solventes orgéanicos estao ilustrados
na Tabela 2.6.
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Tabela 2.6 — LogP de alguns solventes organicos.

SOLVENTE LogP SOLVENTE LogP

Triglima -1,9 Cloroférmio 2,0
Diglima -1,3 2-4-dimetil-3-pentanol 2,3
N-N-Dimetilformamida -1,0 3-etil-3-pentanol 2,3
Monoglima -0,75 2-metil-2-hexanol 2,3
4-hidroxi-4-metil-2-pentanona -0,34 Tolueno 2,5
Acetonitrila -0,33 Trifluorotricloroetano 2,8
Acetona -0,23 Butiléter 2,9
1-metil-2-pirrolidona -0,20 2,6-dimetil-4-heptanol 3,4
2-butanona 0,28 Hexano 3,5
Diclorometano 0,60 Pentiléter 3,9
2-metil-2-propanol 0,79 Isoamiléter 4,0
2-pentanona 0,80 1-octeno 4,2
3-pentanona 0,80 Feniléter 4,3
Etiléter 0,85 Isooctano 4,5
1,2-dicloroetano 1,2 1-noneno 4,7
2-metil-2-butanol 1,3 Hexiléter 5,0
4-metil-2-pentanona 1,3 Nonano 5,1
Tert-butilmetiléter 1,4 Decano 5,6
2-metil-2-pentanol 1,8 1-dodecano 6,2
3-metil-3-pentanol 1,8 Dodecano 6,6

Isopropiléter 1,9

FONTE: JANSSEN et al. (1993).

Contudo, esta classificacdo nao pode ser aplicada para todas as enzimas,
tendo em vista que ela nao considera as interagdes especificas entre a enzima e o
solvente, que sao fungdo da constante dielétrica do solvente. Admite-se que a
diminuicdo da constante dielétrica do solvente permite 0 aumento das interacées
eletrostaticas entre os residuos ionizaveis da molécula de enzima, o que pode
causar uma reducao da flexibilidade interna da proteina. Considerando que a
mobilidade molecular é essencial para a atividade catalitica da enzima, uma reducao
na sua flexibilidade é normalmente acompanhada por uma diminuicdo da atividade
enzimatica. A modificacao do valor da constante dielétrica também altera o valor de

pKa dos residuos ionizaveis da superficie da proteina. Se essa modificacao ocorrer
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no sitio ativo ou préximo a ele, pode haver a alteracdo da ligagdo e/ou da conversao
dos substratos e, quando a mudanca na constante dielétrica é drastica, a estrutura
tridimensional da enzima pode ser afetada. E importante ressaltar que a adicdo de
substratos e a formagcdo de produtos ao longo da reacdo podem modificar a
hidrofobicidade do meio e, consequentemente, o teor de agua ao redor da enzima
(MONOT, 1994).

Além do efeito dos solventes na atividade, na estabilidade e na especificidade
da enzima ou nas suas relagdes com a agua, deve-se também considerar o efeito do
solvente na constante de equilibrio das reagdes. A condicdo de equilibrio sera
determinada pelas interacées entre os reagentes, os produtos e o solvente; a
natureza e o comportamento de qualquer catalisador influenciard apenas a

velocidade com que o sistema atinge o equilibrio (HALLING, 1990-a).

E possivel prever o efeito do solvente sobre o equilibrio utilizando dados sobre
a distribuicdo dos componentes nas fases do sistema liquido-liquido (HALLING,
1990-b). Em um sistema bifasico, substratos e produtos irdo se dividir entre as duas

fases (aquosa-organica).

JANSSEN (1993) estudaram a esterificacdo do glicerol e acido decandico em
varios solventes, incluindo hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, éteres, cetonas,
aldeidos, alcoois terciarios e hidrocarbonetos halogenados. Os resultados obtidos
neste trabalho indicam que altas fragdes molares de monoéster e baixas fragdes de
triéster sdo obtidas em solventes polares (logP<1). A adicdo de solventes menos
polares provoca uma diminuigdo das fragbes molares de monoéster e um aumento

das fragoes molares de triéster.

KUO e PARKIN (1996) também observaram que a predominancia do produto
formado em misturas de reacdo de multiprodutos, como na reacao entre o glicerol e
o acido undecandico, esta relacionada com a similaridade da polaridade do solvente
usado. Assim sendo, a producdao de monogliceridios (logP=2,5) é favorecida em

meio polar, enquanto que a de triglicerideo (logP=13,7) em meio apolar.

No entanto, segundo JANSSEN (1993), logP ndo é o unico parametro que
controla a distribuicdo do produto. A solubilidade da agua no solvente também €& um
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parametro 0til para a selecdo do solvente. Como esta solubilidade nao era
conhecida para todos os solventes utilizados, os autores a estimaram através do
método de contribuicdo de grupos UNIFAC, que calcula os coeficientes de atividade
nas duas fases. Observou-se, entdo, que ha uma razoavel correlagao entre o logP e
a solubilidade da agua no solvente. A adicdo de um solvente polar (solvente com
uma alta solubilidade em &gua) resultou em uma elevada concentracdo de
monoacilglicerol, enquanto que solventes apolares, apresentaram maiores fragdes

molares dos di- e triglicerideos.

O desenvolvimento da catalise em meio organico evidenciou que a quantidade
de agua realmente necessaria para propiciar a atividade enzimatica € muito
pequena. Portanto, a existéncia de uma fase aquosa definida, mesmo que em
pequena proporcdo, nao é um pré-requisito para a eficiéncia da catalise. Sendo
assim, seria tecnologicamente mais atrativo dispensar o uso de solventes organicos
e realizar a reacdo enzimatica apenas com a mistura de substratos. Esta
possibilidade, se viavel, combina a precisdo da catalise bioldgica com os altos niveis
de produtividade alcangados nos melhores métodos convencionais. Entre algumas
das vantagens deste sistema pode-se citar: evita problemas de separagdo, de
toxicidade e de flamabilidade dos solventes orgéanicos, diminui o custo inicial do
produto e permite a recuperacdo do produto sem as etapas de purificacdo ou
evaporagao e a utilizacdo dos substratos em altas concentragbes (SELMI et al.,
1997). Geralmente, pode-se prever algumas dificuldades imediatas para
implementacdo de um sistema livre de solvente: minimizagdo da resisténcia a
transferéncia de massa, homogeneidade do meio reacional, a mistura reacional deve
ser e permanecer liquida durante o curso do processo € deve estar presente uma

acao que desloque o equilibrio no sentido do término da reagao.

Influéncia da 4qua

Um fato bem estabelecido em todos os estudos sobre utilizacdo de enzimas em
meio organico é que a quantidade de agua ligada a enzima é o fator determinante

para a expressdao de suas propriedades, como, por exemplo, a atividade, a
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estabilidade e a especificidade. Embora a atividade de agua em um sistema
enzimatico tipico em meio orgénico seja muito baixa (em torno de 0,01% p/v),
pequenas variagées no conteudo de agua podem provocar grandes modificacées na
atividade enzimatica. As enzimas sao praticamente inativas em sistemas
completamente anidros. A agua, quando adicionada a estes sistemas, distribui-se
entre o solvente e a enzima. A atividade enzimatica € dependente da quantidade de
agua associada a enzima e em menor grau ao conteudo total de agua existente no
sistema. Contanto que uma quantidade minima essencial esteja ligada a enzima,

sua atividade é mantida.

Admite-se que a enzima requer uma pequena camada de agua, que atua como
componente primario do microambiente da mesma, atuando como um tampao entre
a superficie da enzima e o seio do meio reacional. Assim sendo, a biocatalise em
fase orgéanica € possivel, desde que se conserve esta pequena quantidade de agua
indispensavel a enzima. A quantidade de agua requerida para a catalise organica
depende da enzima utilizada. Segundo ILLANES (1994), cada enzima em particular
deve ser examinada a varios niveis de hidratacdo em solventes organicos e € muito
provavel que enzimas que ndo exibiram atividade em determinado solvente, tenham

sido empregadas em niveis sub-6timos de hidrataco.

A adicao de agua a preparacdes enzimaticas sélidas em solventes organicos
pode aumentar a atividade enzimatica através do aumento da polaridade e da
flexibilidade do sitio ativo da enzima. No entanto, excesso de agua facilita a
agregacao da enzima e pode provocar um decréscimo de sua atividade. O
mecanismo de agregacdo da enzima, induzido pela dgua, em solvente organico,
ainda nao esta totalmente esclarecido; acredita-se que a formagédo de ligacoes
dissulfeto intermoleculares seja uma das causas deste processo. A quantidade de
agua necessaria para manutencdo da estrutura enzimatica varia com a natureza da
enzima (YANG e RUSSEL, 1996).

As propriedades fisico-quimicas exibidas por uma enzima estao relacionadas
direta ou indiretamente ao papel da éagua nas interacbes nao covalentes
(eletrostaticas, pontes de hidrogénio, van der Waals e hidrofdbicas), as quais ajudam
a manter a conformagao cataliticamente ativa da enzima (ILLANES, 1994).



Capitulo 2 — Revisao Bibliografica 26

A hidratacao dos grupos carregados e polares das moléculas de enzima parece
ser um pré-requisito para a catélise enzimatica. E possivel que na auséncia de agua,
esses grupos interajam produzindo uma conformacao estrutural inativa. A funcéo da
agua na manutencao da atividade enzimatica em meio ndo aquoso parece estar
relacionada com a sua capacidade de formar ligacées de hidrogénio com esses
grupos funcionais, protegendo, portanto, dieletricamente as interagdes eletrostaticas
entre 0s grupos ionizados e neutralizando as intera¢des dipolo-dipolo entre unidades
peptidicas e grupos vizinhos polares da proteina (LANGONE, 1998).

As interacdes eletrostaticas, tais como pontes salinas e interacdes dipolo-
dipolo, podem ser preponderantes no controle do comportamento catalitico das
enzimas em solvente organico. Essa hipétese é sustentada pela verificagdo do
aumento da atividade enzimatica apds a adicao de varias substancias formadoras de
ligacdes de hidrogénio, tais como glicerol, etileno-glicol e formamida, ao solvente.
Foi constatado que solventes contendo polialcoois, diminuem a tendéncia de ruptura
das ligagdes de hidrogénio, que desempenham um importante papel na manutengéo
da estrutura terciaria da lipase (MALCATA et al., 1990). Neste contexto, varios
estudos visando a estabilizacdo de lipases através da adicdo de glicerol séo
encontrados na literatura. Sais de calcio também tém sido empregados na
estabilizacdo de varias lipases, devido a sua capacidade de formar ligagbes ibnicas
com dois residuos diferentes de aminoacidos da cadeia protéica. A maior
desvantagem na adi¢do de sais de calcio ao meio reacional é a formacao de sabdes

insollveis com os acidos graxos livres.

E previsivel que a estabilidade da proteina em ambiente ndo aquoso deva ser
sensivelmente diferente daquela em agua. Desde que as moléculas de agua que
circundam uma enzima em solu¢gdo aquosa contribuem para as principais forcas
intermoleculares que estabilizam a conformagéao terciéria, incluindo interagdes do
tipo van der Waals, pontes salinas e ligagcdées de hidrogénio, a remogao dessa agua
pode alterar a estabilidade da enzima.

O aumento da termoestabilidade enzimatica em meio ndo aquoso tem sido
amplamente comprovado para a maioria das enzimas. A remo¢ao de agua ligada a

proteina aumenta a forca das ligagdes de hidrogénio intramoleculares e das pontes
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salinas, que estabilizam as proteinas nas suas conformacdes originais, conferindo-
Ihes rigidez estrutural. A desnaturacdo das enzimas através do calor requer ampla
mobilidade conformacional, o que envolve agua livre. Além disso, a eliminacao da
agua do sistema dificulta a ocorréncia de um numero de reagdes quimicas
indesejaveis, as quais sao promovidas através do aumento da temperatura, tais
como reacbes de hidrolise, de oxidacdo, de isomerizagdo, entre outras, que
promovem a inativagdo da proteina em solugdes aquosas (YANG e RUSSEL, 1996).
Segundo KLIBANOV (1989), subtilisina e lipase pancreatica suina sao mais estaveis
em temperaturas superiores a 100°C durante horas quando mantidas em solventes
organicos anidros, enquanto que, em meio aquoso, as mesmas tornam-se inativas
rapidamente, mesmo quando submetidas a temperaturas muito menores. Conclui-
se, portanto, que a termoestabilidade decresce quando o conteudo de agua no
solvente aumenta. Neste trabalho, a lipase estudada apresentou-se cataliticamente
ativa em solventes organicos a 100°C, indicando que além do aumento na

termoestabilidade, ela permanece ativa em condi¢cdes de reagdes mais severas.

Da mesma maneira, a d4gua desempenha um papel crucial nas interagdes
enzima-substrato, podendo, entdo, alterar a especificidade das enzimas em meio
nao aquoso. A rigidez estrutural conferida a enzima em meio organico pode permitir
o controle do acesso do substrato ao sitio ativo da enzima e o posicionamento do
substrato em relagdo ao sitio ativo pode ser diferente dependendo do meio reacional
(MONOT, 1994).

2.3 ALCOOLISE DE OLEOS VEGETAIS

2.3.1 Introducao

Esteres obtidos a partir de alcoois e acidos graxos possuem muitas aplicacdes
e, aqueles obtidos a partir de 4cidos de cadeia longa (12-20 atomos de carbono) e
alcoois de cadeia curta (3-8 atomos de carbono) tém sido largamente utilizados em
industrias de alimentos, detergentes, cosméticos e farmacéutica (CARTA et al.,

1995). Para estas aplicagdes, ésteres naturais, tais como aqueles derivados do éleo
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de baleia, cera de carnauba e 6leo de jojoba tém sido utilizados. No entanto, estes
6leos sao caros e nao estao disponiveis em grandes quantidades. Desta forma, é
desejavel desenvolver métodos para a producao de tais ésteres a partir de matérias-

primas mais baratas e mais largamente disponiveis (MARTINEZ et al., 1988).

Métodos quimicos convencionais para a producao destes ésteres envolvem
sua sintese a partir de um alcool e um &cido carboxilico na presenca de um acido
mineral como catalisador. Acido sulfirico é comumente utilizado para esta fungéo;
infelizmente, ele geralmente leva a formagdo de subprodutos indesejaveis que
podem ser dificeis de serem separados e recuperados do produto (AL SAADI e
JEFFREYS, 1981). Além disso, neste caso, parte-se de um substrato (acido graxo)
que possui, também, alto valor. Surge, entdo, o interesse em realizar a reacédo de
alcodlise enzimatica em solvente organico, utilizando um 6éleo vegetal, de baixo

custo, como matéria-prima, obtendo-se uma mistura de ésteres.

Estudos tém mostrado a possibilidade de uso de um método alternativo para a
producdo de ésteres através do uso de enzimas, tais como lipases, como
catalisadores (ABRAMOWICZ e KEESE, 1989; BARZANA et al., 1989; BRUNT,
1986; DORDICK, 1989; STEVENSON e STORER, 1991; YAMANE, 1988; YAMANE
et al.,, 1990). A crescente énfase no uso de biocatalisadores devido as suas
propriedades favoraveis, tais como condicbes amenas e ambientalmente
compativeis de reacao e sua alta especificidade, tém resultado num aumento do uso
de enzimas imobilizadas, pois as interagdes entre o suporte e a enzima podem
alterar favoravelmente as propriedades fisicas e quimicas da enzima (BASRI et al.,
1996).

2.3.2 Vias de obtencao

Independente de o processo ser realizado em meio convencional, dois
processos sao conhecidos para producéo de ésteres de acidos graxos: o primeiro e
mais utilizado devido a suas inumeras vantagens é a alcodlise de 6leos e gorduras

com um alcool (etanol ou metanol). O segundo método consiste em um processo em
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duas etapas: a primeira é a hidrolise de 6leos e gorduras, onde os acidos graxos

resultantes sdo, entdo, esterificados com um alcool (Figura 2.2).

Inddstrias
farmacéuticas.
de alimentos e

cosméticos

Hidrolise Acidos
Graxos
Oleos ‘
Esterificacdo
Gorduras ) w/ Hidrogenagdo } Alcoois graxos |
Alcodlise . Amidacdo
Esteres - - > Alcanolamidas |
Etilicos Saponificagdo <
de N — Sabdes |
i Sulfonacao ~
Acidos - ——|  Esteres etilicos sulfonados |
Graxos Sacardlise ~
4 — Esteres de sacarose |
Alcodlise ~
—— ___ Outros ésteres graxos |
T T
| |
| |
oL Combustivel
| Diesel
Fracionamento £~~~ Alternativo

Figura 2.2 - Diagrama esquematico da producdo e usos de eésteres etilicos

(OLIVEIRA, 1999).

Catalise Quimica

Os 0leos vegetais ou glicerideos sao produtos naturais constituidos da mistura

de ésteres derivados do glicerol, cuja cadeia de acidos graxos contém de 8 a 20

atomos de carbono:

O
=
CH,—0—C
‘ 2 \RI
0]
=z
CH —0—C
‘ \Rz
0]
Z
CH, —0—cZ_
R:

onde:
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R1, Rz, Rs = C7H1s, CoH1g, C11H2s, ..., C17H3s, C1gHag

O processo convencional de alcodlise consiste basicamente em introduzir a
carga de Oleo vegetal a um reator, dotado de agitador e com sistema de
aquecimento indireto, onde os glicerideos sao submetidos ao ataque por metanol ou
etanol, em excesso, na presenca de catalisadores acidos ou basicos (OLIVEIRA,
1999):

0
=
CHy—O0—C__
R,
| _o
cy—0—cZ CH,— CH— (le2
i gz + 3CH;OH —> Cl)H Cl)H of + RICOCHs +RaCOCoHs + RyCOLCoH:
7
Hp—O—C
\R3
Glicerideo Etanol Glicerol Mistura de Esteres Etilicos

A mistura resultante, principalmente ésteres, glicerina e catalisador, constitui-se
de duas fases distintas que sao separadas no proprio reator. A fase superior desta
mistura representa o0s ésteres, enquanto a camada inferior é formada
essencialmente de glicerina, obtida no curso da reagcdo em rendimentos de 10-12%
sobre o peso do 6leo e que pode ser separada por decantacado. No entanto, antes da
filtracdo, a mistura de ésteres deve ser lavada com agua quente de modo a eliminar
tracos do catalisador, de sabdo, no caso de uso de catalisadores basicos, ou de
glicerina residual.

Os equipamentos necessarios para este processo incluem reatores, trocadores
de calor, bombas de alimentacdo e de descarga, tanques de decantacao,

centrifugas, bombas de vacuo, destiladores e condensadores, filtros e outros.

O emprego de catalisadores acidos além de proporcionar baixos rendimentos e
longos tempos de reagdo quando comparado ao uso de catalisadores basicos,
possui 0 inconveniente da acao corrosiva destes compostos, 0 que implicaria na

necessidade de equipamentos especificos para este uso.
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Apesar dos elevados rendimentos obtidos na esterificacdo dos glicerideos em
presenca de catalisadores basicos, como os hidréxidos alcalinos, as reacdes devem
ser conduzidas somente usando 6leos vegetais neutros, ou de baixa acidez, nao
superior a 0,5% (p/p) (indice de acidez de 1), pois a presenca de acidos graxos livres
neutraliza a agéo catalitica. O teor maximo de agua recomendado para aplicacao de
catalisadores alcalinos é de 0,06% (p/p) (FUKUDA et al., 2001; MA, F. e HANNA, M.
A., 1999; ZHANG et al, 2003). Além do mais, a separagdo posterior dos sabdes
formados na reacao apresenta algumas dificuldades, que conduzem quase sempre a
perdas no rendimento da mistura de ésteres (MONACO, 1985).

A estequiometria da reacao de transesterificacao requer 3 moles de alcool para
1 mol de triglicerideo, obtendo-se 3 moles de ésteres e 1 mol de glicerol. Uma razao
molar 6leo-etanol maior resulta em uma maior conversao em ésteres num curto
tempo. Na transesterificagdo do éleo de amendoim com etanol, uma razdo molar de
1:6 liberou significativamente mais glicerol que uma razdo molar de 1:3 (FEUGE e
GROSE, 1949). FREEDMAN et al. (1984) estudaram o efeito da razdo molar (1:1 a
1:6) na conversdo de Oleos vegetais em ésteres. Os Oleos de soja, girassol,
amendoim e algod&o tiveram comportamento similar, mas com maior conversao na
razdo 1:6. Assim, razdo molar de 1:6 é normalmente empregada em processos
industriais para obter metil éster com rendimento superior a 98% (FEUGE e GROSE,
1949 e FILLIERES et al., 1995).

Na metandlise do 6leo de mamona a reacdo ocorreu mais satisfatoriamente
entre 20-35°C, com razdo molar de 1:6 a 1:12 e 0,0005 a 0,35%p/p de NaOH
(SMITH, 1949). Para a transesterificacdo do 6leo de soja refinado e metanol (1:6)
usando 1%p/p de NaOH, trés diferentes temperaturas foram usadas. Apds 0,1h, a
conversao em ésteres foi de 94, 87 e 64% para 60, 45 e 32°C, respectivamente.
Apb6s 1h, a converséo foi idéntica para 60 e 45°C e diminuiu ligeiramente em 32°C
(FREEDMAM et al., 1984).

MUNIYAPPA et al. (1996) estudaram a reducao do tempo de reagcdo e da
concentracao de catalisador, sem que isso afetasse significativamente a conversao
da reagdo. Usaram metanol (1:30) e éleo de soja, concluiram que a redugdo na
concentracdo de catalisador (NaOH) de 0,5 para 0,05%p/p ndo teve efeito
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significativo na conversdo em metil éster em 90 min de reacdo. Com relagdo ao
tempo de reacao, observaram que com 0,10%p/p de NaOH a reducao do tempo de
reagdo foi de 90 para 5 min, sem efeito significativo na conversao. Estudos de
otimizacao concluiram que maior conversao (98%) de triglicerideos em metil ésteres

pbde ser obtida com 0,10%p/p de catalisador ap6s 5-10 min de reagao.

Excelentes revisbes acerca do emprego de catalisadores quimicos na
alcodlise de dleos vegetais encontram-se disponiveis na literatura (FUKUDA et al.,
2001; MA, F. e HANNA, M. A., 1999; SRIVASTAVA, A. e PRASAD, R., 2000; ALTIN
et al., 2001; ZHANG et al, 2003).

Catalise Enzimatica em Solvente Organico

Nos ultimos anos, o uso de lipases como catalisadores para transformacgao de
acidos graxos tem sido largamente investigado. Neste sentido, a principal aplicagéo
de lipases tem sido modificar as composicdes de acidos graxos de triglicerideos por
interesterificacdo. Com relacdo a hidrélise de triglicerideos e sintese direta de
ésteres, resultados tém sido descritos. Surpreendentemente, pouca atencao tem
sido dada ao uso direto de lipases na alcodlise de triglicerideos. Neste sentido,
poucos sdo os resultados apresentados na literatura referentes a esta reacao.
MITTELBACH (1990) realizou a alcodlise de dleo de girassol, usando etanol,
metanol e n-propanol como substrato em diversas razées molares e éter de petréleo
como solvente. As reacbes enzimaticas foram iniciadas adicionando a lipase a
mistura de substratos e solvente. A mistura foi colocada em um erlenmeyer fechado
e levada a um shaker a 200 rpm a diferentes temperaturas por 5 horas.

No entanto, nenhum estudo sistematico foi realizado. Apenas a influéncia do
alcool utilizado e da temperatura (25-45°C) na conversao da reagéo foi determinada.
Conversdes de 82% em ésteres foram obtidas utilizando etanol a 45°C e Lipozyme
IM como catalisador. O autor termina por concluir que devido a toxicidade do
solvente orgéanico e dificuldade de separagdo dos ésteres e do glicerol no final da
reacdo, novas metodologias devem ser estudadas. A alcodlise enzimatica sem
adicao de solventes poderia ser uma alternativa interessante, ndo fosse a

insolubilidade dos triglicerideos em alcoois de cadeia curta. Baseado nestes fatos, €
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de grande interesse a aplicacao de outros tipos de solventes que possibilitem o uso
destes compostos em industrias de alimentos e farmacéuticas, agregando altos
valores a estes produtos.

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 orgéanico (n-hexano). Os experimentos foram realizados em
erlenmeyers de 125 mL onde uma concentracdo pré-estabelecida de enzima foi
adicionada a mistura éleo-etanol e 40 mL de n-hexano, os frascos foram mantidos
sob agitagdo de 200 rpm por 6 horas em shaker com controle de temperatura. Na
reacao catalisada pela enzima Lipozyme IM obteve-se 77,5% de conversao em etil
éster na condicdo experimental de 40°C, concentragdo de enzima de 5%, sem
adicao de agua e razdo molar dleo-etanol de 1:3. Ja para a enzima Novozym 435
obteve-se conversao de 58,3% de conversao na condicdo experimental de 40°C,
concentragao de enzima de 20%, sem adi¢do de agua e razdo molar de 1:10.

Conforme apresentado, pode-se concluir que a utilizagdo de um determinado
tipo de 6leo vegetal requer o estabelecimento de condicdo experimental especifica,
visando o alcance de melhores conversdes, cabendo, para tanto, a este trabalho
uma exploragdo mais abrangente no que diz respeito a modificacdo dos 6leos de
mamona e soja.

2.4 CONSIDERAGOES FINAIS

Na revisdo da literatura apresentada no decorrer deste capitulo, procurou-se
relatar o estado da arte no qual o presente trabalho se insere. Para isto, através de
uma sequéncia légica, as reagbes de modificacdo de 6leos vegetais foram expostas,
mostrando a evolugdo obtida neste tema ao longo dos ultimos anos, desde a
utilizacdo de solventes convencionais, passando por uma explanagao sobre lipases

e aplicacao de solventes organicos.

Tendo como base a revisdo da literatura, alguns pontos relevantes devem

ser considerados. Com relagdo a aplicagdo de solventes organicos a alcodlise
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enzimatica de 6leos vegetais, além de poucos trabalhos estarem disponiveis na
literatura com relacdo aos sistemas estudados, uma lacuna pode ser verificada com
relacdo a realizacdo de um estudo sistematico, principalmente no que se refere a

influéncia das variaveis do processo e cinética da reacao.

Levando-se em conta a disponibilidade de matérias-primas nacionais, a
relevancia na obtencdo de produtos de alto valor agregado a partir destes
compostos e das lacunas existentes no tema, configurou-se a proposta do presente

trabalho.
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3 MATERIAL E METODOS

Baseado nas perspectivas do uso de lipases como catalisadores na
transformacao de Oleos vegetais, surgiu o interesse particular na realizagcdo de
reacdes de alcodlise enzimatica de éleos vegetais para producao de uma mistura de
ésteres, de muitas aplicagées industriais. Além do estudo que permitisse a
maximizacdo da conversdo e avaliacdo dos efeitos das principais variaveis do
processo, a cinética desta reagao foi também estudada, uma vez que uma grande
lacuna referente a este assunto é encontrada na literatura, possibilitando,

posteriormente, o uso destas informacdes num melhor entendimento do processo.

A realizagdo dos experimentos em meio convencional (catalisador quimico e
enzimatico) apresenta relevancia cientifica e tecnoldgica, uma vez que poucos
estudos relacionados a esta reacdo em solvente organico sdao apresentados na

literatura.

Neste item serdo listados os materiais € métodos analiticos utilizados no
desenvolvimento das duas etapas do trabalho — alcodlise de O&leos vegetais
utilizando catalisador quimico (NaOH) e lipases imobilizadas comerciais Lipozyme

IM e Novozym 435 (Novozymes).

Caracterizacdo quimica dos 6leos

Oleo de soja comercial foi utilizado sem nenhum tratamento prévio. A
composicao quimica do 6leo de soja foi determinada usando um cromatégrafo
gasoso (HP5890) com detector de ionizagdo de chama. As condi¢cbes utilizadas
foram: H, como gas de arraste; coluna de polietileno glicol modificada (FFAP2-25m x
0,20mm i.d. x 0,30um); temperatura da coluna, 180-210°C (2°C/min); temperatura do
injetor, 250°C e temperatura do detector, 280°C. Na Tabela 3.1 sdo listados os

percentuais de acidos graxos obtidos para o éleo de soja.



Capitulo 3 — Material e Métodos 36

Tabela 3.1 — Percentuais de &cidos graxos para o 6leo de soja (realizado no
Laboratério Oleos e Gorduras, Departamento de Tecnologia de Alimentos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP).

Acido Graxo Composicao (%)
Acido palmitico (C16:0) 11,3+ 0,01
Acido estearico (C18:0) 3,48+ 0,03
Acido oléico (C18:1) 23,63+ 0,11
Acido linoléico (C18:2) 54,71 + 0,07
Acido linolénico (C18:3) 6,88+ 0,01

Com base na composi¢do quimica, o peso molecular médio do 6leo de soja e
de seus ésteres etilicos foram determinados como 835g/gmol para o 6leo de soja e
881g/gmol para sua mistura de ésteres etilicos.

Para a analise de caracterizacdo do Oleo de mamona foi utilizado um
cromatografo Shimadzu QP 5050A com coluna capilar SPB 1 (30 m x 0,25mm x
0,25um) e HP 5 (60m x 0,25mm x 0,25um). A temperatura da coluna foi programada
inicialmente em 180°C e elevada em 1,3°C/min até 205°C, quando passou a eleva-la
5°C/min até 250°C; a temperatura do injetor em 280°C e do detector em 300°C; a
injecdo foi feita no modo split 1:50; o fluxo da fase movel (He) foi TmL/min e o
volume injetado 0,2uL. Com a fase estacionaria Dbwax-20M, a temperatura inicial da
coluna a 180°C, aquecendo a 1,3°C/min até 220°C e as demais condi¢des foram as
mesmas. Na Tabela 3.2 encontram-se os percentuais de acidos graxos obtidos para

0 6leo de mamona.
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Tabela 3.2 — Percentuais de acidos graxos para o 6leo de soja (SCHNEIDER, 2003).

Acido Graxo Composicao (%)
Acido palmitico (C16:0) 1,4+0,2
Acido estearico (C18:0) 0,9+0,2
Acido oléico (C18:1) 35+0,2
Acido linoléico (C18:2) 4,9+0,2
Acido linolénico (C18:3) 0,3+0,1
Acido ricinoleico (C18:1,0H) 88,9 + 1,4

Com base nesta composicao, o peso molecular médio do 6leo de mamona e de
seus esteres etilicos foram determinados como 932g/gmol para o éleo de mamona e

978g/gmol para sua mistura de ésteres.

3.1 ALCOOLISE DE OLEO VEGETAL UTILIZANDO NaOH COMO CATALISADOR

Esta etapa teve por objetivo a realizagdo de experimentos que permitissem a
comparacgao dos resultados da alcodlise utilizando catalisador quimico (NaOH) e em
solvente organico utilizando enzimas (lipases) como catalisador. Devido a lacuna
encontrada na literatura referente a um estudo sistematico da alcodlise de 6leos
vegetais utilizando NaOH como catalisador, principalmente no que se refere a
influéncia das variaveis do processo, um estudo mais aprofundado foi realizado. Os
resultados obtidos nesta etapa apresentam, entdo, grande importancia cientifica e
tecnologica, além de terem possibilitado o confronto direto com os resultados obtidos
quando da utilizacdo de lipases em solvente organico. A relevancia do trabalho
deve-se, principalmente, a possibilidade de comparar dados obtidos em dois
diferentes processos, bem como otimizar as condigdes experimentais em cada um

deles para uma reacgéo de grande interesse para a industria de 6leos e gorduras.
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3.1.1 Substratos

Dentre as diversas matérias-primas nacionais de interesse, destacam-se os
6leos de soja (pela produgéo) e de mamona (pela produtividade). Com base nestes
aspectos, os 6leos de mamona (DELAWARE), éleo de soja refinado (BUNGE) e soja
degomado (BERTOL) comerciais foram utilizados como substratos sem nenhum
tratamento prévio. Alcool etilico comercial (QUIMEX, 95% de pureza) também foi

utilizado em todos os experimentos como substrato.

3.1.2 Catalisador

O catalisador utilizado nesta etapa do trabalho foi o hidréxido de s6dio (NaOH)
PA (NUCLEAR).

3.1.3 Procedimento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados em um baldo de 3 bicos (com controle de
temperatura e condensador) acoplado a uma placa com agitagdo e aquecimento
indireto (banho-maria), onde o 6leo, o etanol e o catalisador quimico (NaOH) reagem
de acordo com as condicbes determinadas no planejamento experimental. A
quantidade de éleo foi mantida fixa em 25 g, ja a quantidade de etanol e catalisador
quimico seguiram os valores do planejamento de experimentos, de acordo com o

intervalo de estudo das variaveis.

Depois de decorrido o tempo de reacdo, determinado pelo planejamento de
experimentos, foi adicionado 10 mL de solug¢ado de acido sulfurico 10,0% para cessar
a reacgao (neutralizar o hidréxido de s6dio). Em seguida, o volume total foi transferido
para um funil de separacdo, onde foram adicionados, primeiramente, 200 mL de
agua quente (£ 80°C) e 50 mL de n-heptano PA para separagdo dos ésteres (fase
superior), e apds, 2 mL de solugdo saturada de cloreto de sodio para melhorar a
visualizacado da separacéo das fases. ApOs esta etapa, a fase inferior foi descartada
e entdo foi adicionado ao funil de separacédo 1 espatula de sulfato de sédio anidro

para retirada da agua residual, e efetuou-se a filtragdo. Assim, a fase superior foi
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concentrada em ésteres por evaporacao do n-heptano em estufa, na temperatura de

+ 80°C, até peso constante. Na Figura 3.1 esta representado o fluxograma do

procedimento experimental.
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Figura 3.1 — Fluxograma do procedimento experimental para a reagcédo de alcodlise

utilizando catalisador quimico.

Para determinacdo das condicbes experimentais que maximizassem a

sintese de ésteres,

resultantes da

reacdo de alcodlise, foi realizado um

planejamento experimental fatorial saturado com 2 niveis e 4 variaveis. As variaveis
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estudadas nesta etapa foram: temperatura do sistema reacional, concentracdo de
NaOH, razdo molar Oleo-etanol e tempo de reagdo. O intervalo de estudo das
variaveis foi escolhido de modo a abranger grande parte dos estudos apresentados
na literatura, referentes a alcodlise de Oleos vegetais utilizando catalisadores

alcalinos. Estes valores sao apresentados na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Intervalo de estudo das variaveis — Catalisador Quimico.

Variavel Intervalo
Temperatura [T] (°C) 30-70
Concentracao de NaOH [C] (%p/p) 0,5-1,5
Tempo [t] (h) 1-3
Razao molar éleo-etanol [R] 1:3-1:9

A matriz experimental para o planejamento fatorial € mostrada na Tabela 3.4.
As variaveis foram normalizadas de modo que pudessem ser comparados os efeitos
das variaveis do processo. Cabe ressaltar que os experimentos foram realizados
randomicamente e com réplica de alguns pontos experimentais. O erro experimental

para cada condicao foi obtido através de média e desvio padrao.

Visando obter uma comparacao direta do efeito de cada variavel, as variaveis
independentes foram normalizadas no intervalo de —1 a +1, de acordo com a

equacao abaixo:

Xi= [2(Xi-Xmmin)/ (Xmax-Xmin)]-1 (1)

onde x; € o valor normalizado da variavel X na condigéo i; X; é o valor real € Xmin €
Xmax representam o limite inferior e superior, respectivamente. O nivel —1 representa

o limite inferior enquanto o nivel +1 representa o limite superior de cada variavel.
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Tabela 3.4 — Planejamento experimental empregado na reagdo de alcodlise dos

6leos de mamona e soja utilizando NaOH como catalisador.

Experimento T (°C) C (%p/p) t (h) R
1 30/-1 0,5/-1 1/-1 1:3/-1
2 30/-1 1,5/+1 3/+1 1:3/-1
3 70/+1 0,5/-1 3/+1 1:3/-1
4 70/+1 1,5/+1 1/-1 1:3/-1
5 30/-1 0,5/-1 3/+1 1:9/+1
6 30/-1 1,5/+1 1/-1 1:9/+1
7 70/+1 0,5/-1 1/-1 1:9/+1
8 70/+1 1,5/+1 3/+1 1:9/+1
9 50/0 1,0/0 2/0 1:6/0

O uso do planejamento fatorial e analise estatistica permitiu expressar a

conversdao do processo como um modelo polinomial, podendo a resposta do

processo ser escrita como uma funcao das variaveis significativas.

Com o objetivo de verificar a significancia dos parametros, o teste t de Student

foi aplicado, adotando um nivel de confianga de 95%. O teste t é um teste

biparamétrico: numero de graus de liberdade (nUmero de experimentos — numero de

parametros) e confianga estipulada. De posse destes valores e consultando a tabela

de Student (PINTO et al., 1987), obtem-se o valor de t*. Este valor multiplicado pelo

desvio padrao correspondente ao parametro € denominado t. Para verificar se o

parametro é significativo ou ndo, o seguinte teste deve ser realizado:

e Se o0 parametro for positivo, faga a operagéo (parametro — t), caso obtenha um

valor negativo o parametro ndo pode ser considerado significativo.

e Se o0 parametro for negativo, fagca (parametro + t), se o valor obtido for positivo,

0 parametro nao é significativo.



Capitulo 3 — Material e Métodos 42

3.1.4 Determinacao da conversao em ésteres utilizando NaOH como
catalisador

AplGs a realizacdo do procedimento descrito anteriormente, a conversdo do
processo foi determinada por gravimetria dos ésteres em relagdo a massa de 6leo

utilizada, de acordo com a relagao apresentada a seguir:

1 Mol de Oleo + 3 Moles de Etanol — 1 Mol de Ester + 3 Moles de Glicerol

l !
Peso Molecular do Oleo — Peso Molecular da Mistura de Esteres

MO — X
onde: MO = massa de 6leo utilizada para a reagao (g)

X = massa de ésteres tedrica (Q).

Para obter-se a conversao em porcentagem faz-se:
X — 100%

MA — Y
onde: MA = massa de amostra resultante da reacéo (g)

Y = conversdo da reacao (%).

3.2 ALCOOLISE DE OLEO VEGETAL UTILIZANDO LIPASES COMERCIAIS
COMO CATALISADORES

3.2.1 Substratos e solvente

Os oleos de mamona (DELAWARE) e soja refinado (BUNGE) comerciais
foram escolhidos como substratos a serem utilizados na alcodlise enzimatica em
solvente organico. Alcool etilico comercial (QUIMEX, 95% de pureza) foi utilizado em
todos 0s experimentos como substrato e o solvente organico escolhido para a
realizagdo deste estudo foi o n-hexano PA (MERCK).
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3.2.2 Enzimas

Duas lipases imobilizadas comerciais foram utilizadas na realizacdo deste
trabalho, ambas gentiimente cedidas pela NOVOZYMES: Rhizomucor miehei
(Lipozyme IM) imobilizada em resina de troca anibnica, a qual apresenta
especificidade nas posicoes 1,3 do triglicerideo e Candida antarctica (Novozym 435)
imobilizada em resina acrilica macroporosa, a qual atua, nao especificamente, nas 3

posicdes do triglicerideo.

3.2.3 Procedimento experimental e analise estatistica

Os experimentos foram realizados em erlenmeyers de 250mL fechados com
tampa de vidro. As quantidades de 6leo e solvente (n-hexano) foram mantidas fixas
em 1g e 40 mL, respectivamente. J&4 as concentragbes de lipase comercial e de
etanol foram pré-estabelecidas pelo planejamento de experimentos. O excesso de
solvente foi definido visando garantir a completa solubilizacdo dos substratos e
produtos. Os erlenmeyers foram, entdo, incubados em agitador rotativo (shaker) a
200rpm por 8 horas. Amostras foram retiradas em intervalos de 1 hora visando a
obtencdo da cinética da reagédo. Apds decorrido o tempo de reagdo, a amostra foi
filtrada (retencdo da enzima para posterior recuperacao e reutilizagcado) e levada a
evaporagao do solvente em estufa na temperatura de + 70°C, e entdo diluida em
10 mL de n-heptano para o caso de éleo de mamona e 5 mL de n-propanol para o
6leo de soja. Adotando este procedimento, a fase superior torna-se concentrada em
ésteres etilicos (biodiesel) e a fase inferior contém os demais produtos da reacao
(mono e diglicerideos, glicerol e impurezas) bem como os substratos ndo reagidos
(6leo e etanol). Na Figura 3.2 esta representado o fluxograma do procedimento

experimental.
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Figura 3.2 — Fluxograma do procedimento experimental para a reagao de alcodlise
enzimatica em solvente organico.

Visando determinar as condi¢cdes experimentais que maximizassem a sintese
de ésteres, resultante da reagéo de alcodlise, bem como possibilitar a avaliagao dos
efeitos independentes das variaveis do processo, um planejamento experimental
fatorial saturado com 2 niveis e 4 variaveis foi realizado. As variaveis estudadas
nesta etapa foram temperatura do sistema reacional, concentracdo de agua
adicionada ao meio, concentracdo de enzima e razao molar 6leo-etanol. O intervalo

de estudo das variaveis foi escolhido de modo a abranger grande parte dos estudos
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apresentados na literatura, referentes a reacao de biomodificacdo de 6leos vegetais.

Estes valores sao mostrados na Tabela 3.5.

Tabela 3.5 — Intervalo de estudo das variaveis — Solvente Orgénico.

Variavel Intervalo
Temperatura [T](°C) 35-65
Concentragéo de agua adicionada [H](% p/p) 0-10
Concentracao de enzima [E](% p/p) 5-20
Razao molar éleo-etanol [R] 1:3-1:10

O mesmo procedimento, com relacdo a andlise estatistica, para construcao do
modelo empirico e avaliagdo do efeito das varidveis foi realizado para a reagéo de
alcodlise enzimatica dos 6leos de mamona e soja refinado em solvente organico . A

matriz experimental para o planejamento fatorial € mostrada na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Planejamento experimental empregado na reagdo de alcodlise dos

6leos de mamona e soja refinado utilizando lipases como catalisador.

Experimento T(°C) E(%p/p) H(%p/p) R
1 35/-1 5/-1 0/-1 1:3/-1
2 35/-1 5/-1 10/+1 1:10/+1
3 65/+1 20/+1 0/-1 1:3/-1
4 65/+1 20/+1 10/+1 1:10/+1
5 35/-1 20/+1 10/+1 1:3/-1
6 35/-1 20/+1 0/-1 1:10/+1
7 65/+1 5/-1 10/+1 1:3/-1
8 65/+1 5/-1 0/-1 1:10/+1
9 50/0 12,5/0 5/0 1:6,5/0

Nesta etapa, duas lipases comerciais foram usadas como catalisadores na
reacao de alcoodlise dos éleos de mamona e soja refinado, utilizando n-hexano como
solvente, a diferentes condicdes de operacdo, com o objetivo de selecionar a lipase

que fornecesse maior conversdo para a referida reagao: Lipozyme IM e Novozym
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435. O planejamento experimental apresentado na Tabela 3.6 foi, entdo, aplicado

aos quatro sistemas em estudo.

3.2.4 Determinacao da conversao em ésteres utilizando lipases como

catalisadores

Oleo de Mamona

Ap6s a realizacdo do procedimento descrito anteriormente, a
conversdo do processo foi determinada por cromatografia gasosa (HP 5890)
acoplada a um espectrometro de massas (HP 5970), utilizando uma coluna capilar
DB-5 (30mx0,25mmx0,25um). A temperatura da coluna foi programada de 210 a
300°C (10°C /min). Gés hélio foi utilizado como gés de arraste e a temperatura de
injecao foi de 290°C e do detector de 300°C. Toda a amostra resultante da reacao foi
diluida em 10 mL de n-heptano e a quantidade injetada foi 0,5uL, sendo esta
identificada e quantificada com base no padrdo externo etil ricinoleato. O
procedimento utilizado para os calculos da conversdao em ésteres encontra-se
detalhado no APENDICE C.

Oleo de soja refinado

As amostras foram analisadas utilizando um espectrobmetro de massas (HP
5970) acoplado a um cromatografo gasoso (HP 5890), utilizando uma coluna capilar
DB-5 (30mx0,25mmx0,25um). A temperatura da coluna foi programada de 200 a
310°C (T5°C /min até 210°C onde permanece 6 min, T10°C/min até 310°C onde
permanece 5 min). Gas hélio foi utilizado como gés de arraste e a temperatura de
injecao foi de 290°C e do detector de 300°C. Toda a amostra resultante da reacao foi
diluida em 5 mL de n-propanol e a quantidade injetada foi 0,5uL. O procedimento

utilizado para os célculos da conversdo em ésteres esta detalhado no APENDICE C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

41 ALCOOLISE DE OLEO VEGETAL UTILIZANDO NaOH COMO
CATALISADOR

Os resultados obtidos para a alcodlise dos 6leos de mamona, soja refinado e
soja degomado utilizando NaOH como catalisador sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Alcodlise dos 6leos de mamona, soja refinado e soja degomado, com

catalisador convencional (NaOH).

Condigbes experimentais Conversao (%)
Experimento T NaOH t R Mamona Soja Soja

(C)  (%p/p) (h) Refinado Degomado
1 30 0,5 1 1:3 84,7 +3,4 91,7+0,8 85,3+2,2
2 30 1,5 3 138 88,5+3,4 87,51t4,6 80,4+ 34
3 70 0,5 3 1:3 96,2+ 3,4 90,7+2,0 90,6 +2,2
4 70 1,5 1 1:3 929+34 83,6 +2,0 67,8+28
5 30 0,5 3 1:9 85,7+3,4 90,4 +0,1 85,7+22
6 30 1,5 1 1:9 86,5+5,8 83,6 +2,0 85,522
7 70 0,5 1 1:9 95,1 £+ 3,4 94,1 +2,0 93,0+2,2
8 70 1,5 3 19 94,7+ 3,4 89,920 86,1+75
9 50 1,0 2 16 87,7+£3,5 84,0£6,5 91,7+1,5

Oleo de Mamona

Os resultados obtidos para a alcodlise do 6leo de mamona utilizando NaOH
como catalisador sdo apresentados na Tabela 4.1. De acordo com esta tabela pode-
se verificar que conversdes acima de 90,0% foram obtidas em diversas condi¢des

experimentais.

Uma vez determinada a conversao do processo, um modelo empirico foi

construido, com o objetivo de representar os dados experimentais e verificar a
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significancia das variaveis, bem como avaliar possiveis interacées entre elas.
Temperatura, concentracdo de catalisador, tempo de reacdo e razdo molar 6leo-
etanol e interacdo temperatura-razao molar éleo-etanol e temperatura-concentracao
de catalisador foram ajustadas por um modelo quadratico. A estimativa dos
parametros foi efetuada pelo software comercial STATISTICA® 5.0. Os resultados
da regressao sao apresentados na Tabela 4.2.

Adotando esta metodologia, o efeito das variaveis (temperatura, concentracao
de catalisador adicionada, razdo molar éleo-etanol e tempo de reagdo) bem como
das interacbes foram estudados. Os resultados obtidos nesta etapa séao

apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Resultado da regressao para alcodlise do 6leo de mamona e etanol
com catalisador convencional (NaOH).

Conversao = ap + a1 T + at + a;CC + a;Rt

R= 0,998
Variavel Pardmetro  Desvio Padrao (o)
Independente ap = 87,69 0,34
Temperatura (T) a;=4,19 0,12
Tempo () a, =0,74 0,12
Conc. de catalisador (C) x Conc. de catalisador (C) a; =2,84 0,36
Razao molar 6leo-etanol (R) x Tempo (1) a,=-1,04 0,12

Analisando a Tabela 4.2 e considerando um nivel de confian¢a de 95%, pode-
se observar que todas as variaveis sao significativas, mas a temperatura e o termo
quadratico foram as que mais afetaram a conversdo do processo. A temperatura
afetou positivamente a conversdo da reacdo, mostrando que dentro do intervalo

estudado uma temperatura mais elevada conduz a maiores conversoes.

Uma vez avaliado o efeito das variaveis na conversdao do processo, a
otimizacdo do mesmo foi realizada. Para isto, o modelo obtido anteriormente foi
utilizado e a condicdo que otimiza a conversdo em biodiesel foi determinada. A
conversdo predita pelo modelo de otimizagdo foi de 95,4%, relacionada a
temperatura de 70°C, concentragdo de catalisador 0,5%, razdo molar 6leo-etanol de
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1:3 e tempo de 3 horas (Experimento 3, Tabela 4.1). A conversao experimental

obtida foi de 96,2%, apresentando boa concordancia com a predita pelo modelo.

Oleo de Soja Refinado

Os resultados obtidos para a alcodlise do éleo de soja refinado utilizando
NaOH como catalisador encontram-se apresentados na Tabela 4.1.

Uma vez determinada a conversdo do processo, um modelo empirico foi
construido, com o objetivo de representar os dados experimentais e verificar a
significancia das variaveis, bem como avaliar possiveis interacdes entre elas.
Temperatura, tempo de reagdo, concentracdo de catalisador, razdo molar 6leo-
etanol e interacdo concentracdo de catalisador-tempo e o termo quadratico
concentracao de catalisador foram ajustadas por um modelo empirico. Os resultados
da regressao sao apresentadas a seguir na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Resultado da regressao para alcodlise do éleo de soja refinado e etanol
com catalisador convencional (NaOH).

Conversao = ap + a1 T + at + a;C + a,R + a;Ct + azCC

R = 0,999
Variavel Pardmetro  Desvio Padréo (o)
Independente ap = 84,00 0,11
Temperatura (T) a; =0,64 0,04
Tempo () a, = 0,69 0,04
Conc. de catalisador (C) az =-2,79 0,04
Razao molar 6leo-etanol (R) a, = 0,56 0,04
Conc. de catalisador (C) x Tempo (t) as = 1,86 0,04
Conc. de catalisador (C) x Conc. de catalisador (C) as = 4,94 0,11

Analisando a Tabela 4.3 e considerando um nivel de confian¢a de 95%, pode-
se observar que todas as varidveis sao significativas, mas a concentracdo de
catalisador, a interacdo concentracao de catalisador-tempo de reacdo e o termo
quadratico sdo as que mais afetaram a conversdo do processo. A concentragdo de
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catalisador apresentou efeito negativo, mostrando que, para este sistema, a
diminuicdo da concentragdo de catalisador conduz a maiores conversdes. A
interagcdo concentracdo de catalisador-tempo de reacdo e o termo quadratico
apresentaram efeito positivo, mostrando que, na faixa estudada, estas variaveis

influenciaram positivamente o processo.

O mesmo procedimento realizado para o 6leo de mamona com relagdo a
otimizacao do processo foi aplicado nesta etapa. Neste caso, a condicdo otimizada
foi: temperatura de 30°C, concentragdo de catalisador de 0,5%, razdo molar 6leo-
etanol de 1:9 e tempo de 1h, levando a uma conversdo predita pelo modelo de
otimizacao de 93,4%. A consecucao desta condicdo experimental, ndo contemplada
no planejamento de experimentos, levou a uma conversao de 94,6%, apresentando

boa concordancia com a proposta pelo modelo.

Oleo de Soja Degomado

Uma vez determinada a conversao do processo (Tabela 4.1), novamente um
modelo empirico foi construido, com o objetivo de representar os dados
experimentais e verificar a significancia das variaveis para o sistema contendo 6leo
de soja degomado, bem como avaliar possiveis interagdes entre elas. Tempo de
reacado, concentracdo de catalisador, razao molar éleo-etanol e interagcdo tempo-
concentragcdo de catalisador, tempo-razdo molar 6leo etanol e tempo-temperatura
foram ajustados por um modelo quadratico. Os resultados da regressao obtidos pelo

modelo sdo apresentados a seguir na Tabela 4.4.
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Tabela 4.4 — Resultado da regressao para alcodlise do 6leo de soja degomado e

etanol com catalisador convencional (NaOH).

Conversao = ag + a,C + a,t + a;R + a,CC + asCt + agTt + a;Rt

R =0,999
Variavel Parametro  Desvio Padréo (o)
Independente ap =91,70 0,21
Concentragao de catalisador (C) a; =-4,35 0,08
Tempo () a, = 1,40 0,08
Razao molar 6leo-etanol (R) as = 3,27 0,08
Conc. de catalisador (C) x Conc. de catalisador (C) a, =-7,40 0,23
Conc. de catalisador (C) x Tempo (1) as=1,90 0,08
Temperatura (T) x Tempo (t) as = 2,58 0,08
Razao molar 6leo etanol (R) x Tempo (t) a; =-3,08 0,08

Analisando a Tabela 4.4 e considerando um nivel de confian¢a de 95%, pode-
se observar que, para este sistema, todas as variaveis sdo significativas. A
concentracao de catalisador, seu termo quadratico e a interacao tempo-razao molar
Oleo-etanol afetaram negativamente a conversdo do processo enquanto que o
tempo, a razdo molar 6leo-etanol, as interagdes entre concentracdo de catalisador-
tempo e temperatura-tempo apresentaram efeito positivo.

Uma vez avaliado o efeito das varidveis na conversdo do processo,
novamente a otimizagdo do mesmo foi realizada para este sistema. Para isto, o
modelo obtido anteriormente foi utilizado e as condigbes que otimizam a conversao
em biodiesel foram determinadas. Neste caso, as condigdes que otimizam a
conversdo do processo foram estabelecidas, sendo diferentes das realizadas no
planejamento experimental. Os resultados obtidos nesta etapa sdo apresentados na
Tabela 4.5, a partir da qual é possivel constatar uma concordancia apenas
satisfatdria entre os resultados experimentais e aqueles previstos pelo modelo.
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Tabela 4.5 — Resultados obtidos na otimizagao do éleo de soja degomado.

Condigao experimental Conversao (%)
Experimento T NaOH t R Experimental Predita
(°C) (%p/p)  (min)
1 53,6 0,5 130 1:9 93,6 100,0
2 30 0,5 60 1:9 93,8 93,4
3 70 0,75 180 1:9 92,9 99,4
4 70 0,5 180 1:9 93,0 100,0

4.1.1 Conclusdes parciais: Alcodlise de 6leo vegetal utilizando NaOH como
catalisador

A Tabela 4.6 sumariza os resultados otimizados bem como as condi¢ées
operacionais da producao de ésteres etilicos dos 6leos de mamona, soja refinado e

soja degomado obtidos pela acédo do catalisador quimico NaOH.

Tabela 4.6 — Condigdes experimentais 6timas para cada sistema.

Oleo Conversao (%) Condicao experimental
Experimental T NaOH R t
(°C) (%ep/p) (min)
Mamona 96,2 70 0,5 1:3 180
Soja Refinado 94,6 30 0,5 1:9 60
Soja Degomado -1 93,6 53,6 0,5 1:9 130
Soja Degomado - 2 93,8 30 0,5 1:9 60
Soja Degomado - 3 92,9 70 0,75 1:9 180
Soja Degomado - 4 93,0 70 0,5 1:9 180

Analisando a Tabela 4.6 pode-se observar que para cada 6leo a condi¢cado que
maximiza a conversao da reacao foi diferente, mas todas levaram a conversdes
acima de 90,0%, mostrando, assim, a viabilidade, em termos de conversdo, do
processo com catalisador quimico.
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A Agéncia Nacional do Petréleo (ANP) estabeleceu em Portaria (abril/2003)
ainda nao vigente, a especificacao para a producado de biodiesel e utilizagcdo como
aditivo ao 6leo diesel. Definiu também que biodiesel € uma mistura de ésteres de
acidos graxos de origem vegetal que apresenta conformidade com a especificacao
contida no Regulamento Técnico ANP n® XX/2003, parte integrante desta portaria. A
determinacdo das caracteristicas do biodiesel sera feita mediante o emprego das
normas da Sociedade Americana para Testes e Materiais (ASTM), da Organizacao
Internacional de Padronizagcao (ISO) e do Comité Europeu de Normalizacdo (CEN).
As propriedades analisadas séo: ponto de fulgor, agua e sedimentos, viscosidade
cinematica 40°C, cinzas sulfatadas, enxofre, corrosividade ao Cu 3h a 50°C, numero
de cetano, ponto de entupimento de filtro a frio, residuo de carbono, indice de
acidez, glicerina livre, glicerina total, aparéncia, destilacdo 95% v/v do recuperado,
massa especifica a 20°C, metanol ou etanol, indice de iodo, monoglicerideos,
diglicerideos, triglicerideos, teor de metais alcalinos (Na + K), teor de fésforo e
estabilidade a oxidacao a 110°C.

Cabe salientar que o objetivo do presente trabalho é a avaliacdo técnica da
producé@o de biodiesel utilizando NaOH como catalisador em termos de conversao
do processo, nao fazendo, portanto, parte do escopo deste trabalho a realizagédo
das analises supra citadas.

4.2 ALCOOLISE DE OLEO VEGETAL UTILIZANDO LIPASES COMERCIAIS COMO
CATALISADORES

Os resultados obtidos para a alcodlise enzimatica dos 6leos de mamona e de
soja refinado utilizando as duas lipases comerciais como catalisadores sao
apresentados na Tabela 4.7.

O tempo de reacdo adotado foi o mesmo para os dois Oleos, mas para
avaliacao da conversao, efeito de variaveis e otimizagao escolheu-se 6h para o 6leo
de mamona e 8h para o 6leo de soja, pois no decorrer dos experimentos pdde-se
observar maior conversao em ésteres nestes tempos, como pode ser visto a seguir
nas Figuras 4.1 a 4.8 que apresentam a cinética da reacao.
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Tabela 4.7 — Conversbes obtidas na alcoélise enzimatica dos éleos de mamona e de

soja refinado em solvente organico.

Condigbes experimentais

Conversao (%)

Mamona Mamona Soja Soja
Experimento T E H R  Lipozyme Novozym Lipozyme Novozym
(°C) (% p/p) (% p/p) IM 435 IM 435
1 35 5 0 1:3 41,7 47,5 23,0 1,0
2 35 5 10 1:10 0,65 1,6 0,3 0,3
3 35 20 0 1:10 70,4 67,0 37,7 1,8
4 35 20 10 1:3 85,0 34,0 95,6 0,8
5 65 5 0 1:10 19,7 52,0 13,4 11,8
6 65 5 10 1:3 33,0 16,5 25,3 6,2
7 65 20 0 1:3 98,0 60,0 30,2 9,8
8 65 20 10 1:10 40,6 73,0 1,9 5,8
9 50 12,5 5 1:6,5 60,6 23,0 25,4 1,0
100
90 O Exp.1 ®
O Exp.2 °
80 A Exp.3
® Exp.4 t
70 % Exp.9 A A
X 60 t
g
2 50 °
g © fo)
8 40 + 6
30 (o)
20 2
10
o)
ok m m m (|
0 2 4 5 6 8
Tempo (h)

Figura 4.1 — Cinética da reacao de alcodlise do sistema: 6leo de mamona-Lipozyme

IM (experimentos 1 -4 e 9).
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Figura 4.2 — Cinética da reacao de alcodlise de sistema: 6leo de mamona-Lipozyme
IM (experimentos 5-9).
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Figura 4.3 — Cinética da reacao de alcodlise do sistema: éleo de mamona-Novozym
435 (experimentos 1 -4 e 9).
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Figura 4.4 — Cinética da reacao de alcodlise do sistema: éleo de mamona-Novozym
435 (experimentos 5-9).
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Figura 4.5 — Cinética da reacéo de alcodlise do sistema: éleo de soja-Lipozyme IM
(experimentos 1 -4 e 9).
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Figura 4.6 — Cinética da reacao de alcodlise do sistema: éleo de soja-Lipozyme IM
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Figura 4.8 — Curva cinética da reacao de alcodlise do sistema: éleo de soja-Novozym
435 (experimentos 5-9).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 4.7, pode-se observar que
para o sistema 6leo de mamona-Lipozyme IM a maior conversao (98,0%) foi obtida
na condicao de maior temperatura (65°C) e maior concentracao de enzima (20% p/p)
e menor concentracao de agua (0% p/p) e razao molar éleo-etanol (1:3). Observa-se
também que para o sistema 6leo de mamona-Novozym 435 a maior conversao
(73,0%) foi obtida na condicao de maior temperatura (65°C), maior concentragao de
enzima (20% p/p), maior concentragao de agua (10% p/p) € maior razao 6leo-etanol
(1:10).

Para o sistema 6leo de soja-Lipozyme IM, a maior conversao (95,6%) foi
obtida na condicdo de menor temperatura (35°C) e razdo molar éleo-etanol (1:3) e
maior concentracao de enzima (20% p/p) e concentracao de agua (10% p/p). Ja para
o sistema o6leo de soja-Novozym 435 a maior conversao (11,8%) foi obtida na
condicao de maior temperatura (65°C) e maior razao oleo-etanol (1:10), menor

concentracao de enzima (5% p/p) e menor concentracao de agua (0% p/p).
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4.2.1 Efeito das Variaveis

Sistema: Oleo de Mamona — Enzima Lipozyme IM

De acordo com o teste t de Student, adotando um nivel de confianca de 95%,
observa-se pela Tabela 4.8 a existéncia de parametros significativos, o que mostra
que, dentro do intervalo estudado para cada variavel, as mesmas exercem influéncia
na conversao do processo. O mesmo procedimento visando verificar a significancia

dos parametros foi aplicado a todos os sistemas estudados.

Tabela 4.8 — Resultados da regressdo para o 6leo de mamona e enzima Lipozyme
IM.

Conversao = ap + a;R + a;H + a;E + a,RR + asTE + agRE

R =0,998

Variavel Parametro  Desvio Padréo (o)
Independente ay = 60,60 4,09
Razao molar 6leo-etanol (R) a; =-15,79 1,45
Concentracao de agua (H) a, =-8,82 1,45
Concentracao de enzima (E) az = 24,87 1,45
Razao molar 6leo-etanol (R) x a, =-11,97 4,34
Razao molar 6leo-etanol (R)

Temperatura (T) x Conc. de enzima (E) as = -3,39 1,45
Razao molar 6leo-etanol (R) x Conc. de enzima (E)  ag = -2,21 1,45

Para o sistema 6leo de mamona — enzima Lipozyme IM (Tabela 4.8), verifica-
se que todas as variaveis sao significativas. A concentracdo de agua teve efeito
negativo, mostrando que agua em excesso pode deslocar o equilibrio da reacao (no
sentido da hidrolise), corroborando que a enzima necessita de apenas uma
monocamada de agua para manter sua atividade. A razao molar 6leo-etanol também
apresentou influéncia negativa na conversdao do processo. Como esperado, a
concentracdo de enzima, dentro da faixa estudada, apresentou efeito positivo na
conversao, mostrando que um aumento na concentracdo de enzima conduz a um
aumento na conversdo do processo. Além de avaliar o efeito isolado das variaveis,

deve-se considerar as interagdes entre temperatura-concentragao de enzima e razao
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molar éleo-etanol-concentracdo de enzima, pois neste sistema apresentaram efeito

negativo significativo.

OLIVEIRA e OLIVEIRA (2001) realizaram estudo da alcodlise enzimatica do
6leo de dendé e etanol em solvente organico (n-hexano). Para o sistema contendo
Lipozyme IM a temperatura e a razdo molar Oleo-etanol tiveram efeito mais
pronunciado. A temperatura e a razdo molar Oleo-etanol também apresentaram
efeito negativo. Além do efeito isolado das varidveis, as interacoes entre
temperatura-razdo molar Oleo-etanol e temperatura-concentracdo de enzima,
influenciaram significativamente a conversdao do processo. O efeito negativo
apresentado por todas estas variaveis isoladas foi ponderado pelo efeito positivo de
suas interagoes.

Sistema: Oleo de Mamona — Enzima Novozym 435

O mesmo procedimento estatistico foi adotado. Desta forma, os resultados da

regressao para este sistema sao apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9 — Resultados da regressao para o 6leo de mamona e enzima Novozym
435.

Conversao = ap + a:T + a:R + azH + a4E + asRR + asTR + a;TH

R =0,998
Variavel Parametro Desvio Padrao (o)
Independente ap = 23,00 4,64
Temperatura (T) a; = 6,48 1,64
Razao molar 6leo-etanol (R) a, = 4,39 1,64
Concentragao de agua (H) as =-12,73 1,64
Concentragao de enzima (E) as = 14,61 1,64
Razao molar 6leo-etanol (R) x as = 21,02 4,92

)
Raz&o molar 6leo-etanol (R)
Temperatura (T) x ag = 7,61 1,64
Razao molar 6leo-etanol (R)

Temperatura (T) x Conc. de agua (H) a; = 6,98 1,64
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Para o sistema 6leo de mamona — enzima Novozym 435 (Tabela 4.9), verifica-
se que todas as variaveis sao significativas. A temperatura, a razdao molar éleo-
etanol, a concentragdo de enzima e as interacbes entre temperatura-razao molar
Oleo-etanol e temperatura-concentracdo de agua afetaram positivamente a
conversao do processo, enquanto que somente a concentracdo de agua teve efeito
negativo, podendo a mesma discusséo realizada no item anterior ser aplicada a este

Ccaso.

De acordo com o estudo da alcodlise enzimatica do 6leo de dendé e etanol,
utilizando Novozym 435 como catalisador, em solvente organico (n-hexano)
realizado por OLIVEIRA e ALVES (1999) a temperatura, as concentracdes de agua e
enzima e a interagdo entre temperatura-razdo molar 6éleo-etanol afetaram
significativamente a conversao do processo. Como a temperatura 6tima da enzima é
abaixo de 70°C (NOVO NORDISK, 1992), um efeito negativo foi observado na
conversao. A adicdo de agua também apresentou efeito negativo, mostrando que
agua em excesso pode deslocar o equilibrio da rea¢do, diminuindo a formagéo de
ésteres. A concentragdo de enzima na faixa estudada apresentou efeito positivo
quando avaliada isoladamente, porém a interacdo entre temperatura e razdo molar

6leo-etanol apresentou efeito negativo na conversao da reagéo.

Diferentes resultados foram obtidos no que se refere a influéncia das variaveis
de processo, podendo-se concluir também que a composicao do 6leo, o nivel de
saturacao ou insaturacdo bem como as propriedades fisico-quimicas podem
interferir na atividade enzimatica e, consequientemente, na conversao do processo.
Em comparacéao aos resultados obtidos por OLIVEIRA e ALVES (1999), OLIVEIRA e
ALVES (2000) e OLIVEIRA e OLIVEIRA (2001) cabem os mesmos comentarios.

Sistema: Oleo de Soja — Enzima Lipozyme IM

O mesmo procedimento estatistico adotado para os sistemas contendo éleo de
mamona foi utilizado nesta etapa. Desta forma, os resultados da regressao para este

sistema sao apresentados na Tabela 4.10.
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Tabela 4.10 — Resultados da regressao para o 6leo de soja e enzima Lipozyme IM.

Conversao = ap + a1 T + a;E + a;R + a;,TE + asTH + asTR

R = 0,996
Variavel Parémetro Desvio Padrao (o)
Independente ap = 28,09 1,70
Temperatura (T) a; =-10,73 1,81
Concentracao de enzima (E) a, = 12,93 1,81
Razao molar 6leo-etanol (R) az =-15,10 1,81
Temperatura (T) x Conc. de enzima (E) a, =-14,58 1,81
Temperatura (T) x Conc. de agua (H) as = -6,45 1,81
Temperatura (T) x as= 5,05 1,81

Razao molar 6leo-etanol (R)

Para o sistema 6leo de soja — enzima Lipozyme IM (Tabela 4.10), verifica-se
que todas as variaveis sao significativas. A concentracao de enzima apresentou
efeito positivo, podendo a mesma discussdo realizada para o sistema 0Oleo de
mamona — Lipozyme IM ser considerada. A interacao entre temperatura-razao molar
Oleo-etanol também afetou positivamente a conversédo da reagcéo. A temperatura na
faixa estudada apresentou efeito negativo, visto que a temperatura étima da enzima
€ em torno de 40°C (NOVO NORDISK, 1992). A razao molar éleo-etanol também
apresentou efeito negativo, mostrando que um excesso de etanol pode inibir a agéo
da enzima, levando a menores conversoes.

Sistema: Oleo de Soja — Enzima Novozym 435

O mesmo procedimento estatistico adotado para os sistemas contendo éleo de
mamona foi utilizado nesta etapa. Desta forma, os resultados da regressao para este
sistema sao apresentados na Tabela 4.11.
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Tabela 4.11 — Resultados da regressao para o 6leo de soja e enzima Novozym 435.

Conversao =ap + a;T + a.H + a;TT + a,TE + asER

R =0,997
Variavel Parametro  Desvio Padréo (o)
Independente ap = 1,00 0,52
Temperatura (T) a; = 3,71 0,18
Concentracao de agua (H) a, =-1,41 0,18
Temperatura (T) x Temperatura (T) az = 3,69 0,55
Temperatura (T) x Conc. de enzima (E) a, =-0,46 0,18
Conc. de enzima (E) x ags = -0,99 0,18

Raz&o molar 6leo-etanol (R)

Para o sistema 6leo de soja — enzima Novozym 435 (Tabela 4.11), verifica-se
que todas as variaveis sdo significativas. A temperatura afetou positivamente a
conversao do processo, enquanto que a concentracdo de agua afetou
negativamente, cabendo comentdrios anteriores sobre estas varidveis, e as
interacbes entre temperatura-concentracdo de enzima e concentracdo de enzima-
razdo molar O6leo-etanol também apresentaram efeito negativo, sendo que o

parametro mais significativo foi a temperatura.

4.2.2 Otimizacao das condicoes de operacao — maximizacao da conversao

Tendo como base os resultados obtidos no planejamento experimental e
analise estatistica, a otimizagdo das condi¢cées de operagdo para cada sistema em
estudo foi realizada, visando a maximizagéo da conversdo da reagdo. Para isto, um
programa de otimizacdo foi aplicado a cada sistema, tendo como resposta a
conversdao maximizada e as condigdes experimentais referentes a este valor. Os

resultados obtidos para cada sistema sao apresentados na Tabela 4.12.
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Tabela 4.12 — Condigbes experimentais étimas para cada sistema.

Conversao (%) Condigao experimental
Oleo Enzima Experimental Predita T E R H
(°C)  (%p/p) (%op/p)
Mamona Novozym 435 81,4 82,0 65 20 1:10 0
Soja Novozym 435 9,1 12,1 65 5 1:3 0
Mamona Lipozyme IM 98,0 99,6 65 20 1:3 0
Soja Lipozyme IM 95,6 98,0 35 20 1:3 10

Oleo de Mamona

Para o sistema contendo 6leo de mamona-Lipozyme IM a condi¢do otimizada
foi 65°C, 20%p/p de enzima, razdo molar dleo-etanol de 1:3 e 0% de agua
adicionada. Nao houve a necessidade de se realizar esta etapa experimentalmente
uma vez que a condicao 6tima estabelecida pela otimizacao foi a mesma ja realizada
no planejamento experimental (Experimento 7, Tabela 4.7). A converséo predita pelo
modelo de otimizagdo foi de 99,6%, apresentando boa concordancia com o
experimental (98,0%).

Utilizando o mesmo procedimento, a condicao otimizada para o sistema 6éleo
de mamona-Novozym 435, ndo contemplada no planejamento de experimentos, foi:
temperatura de 65°C, concentracao de enzima 20% p/p, 0% p/p de agua adicionada
e razdo molar éleo-etanol de 1:10, com conversao predita pelo modelo de 82,0%. A
Tabela 4.13 apresenta os dados cinéticos obtidos no experimento otimizado,
mostrando certa discrepancia com a conversao predita pelo modelo no tempo de 6h
(74,5%), mas excelente concordancia com o valor experimental encontrado para o
tempo de 8 h (81,4%).
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Tabela 4.13 — Conversdes obtidas na otimizacdo dos resultados da alcodlise

enzimatica do 6leo de mamona utilizando enzima Novozym 435.

t T E R H Conversao
(h) (°C) (% p/p) (%ep/p) (%)

1 65 20 1:10 0 51,2

2 65 20 1:10 0 75,4

3 65 20 1:10 0 31,1*

4 65 20 1:10 0 71,4

5 65 20 1:10 0 68,0

6 65 20 1:10 0 71,3

7 65 20 1:10 0 74,5

8 65 20 1:10 0 81,4

* resultado espario

Oleo de Soja

Para o sistema contendo 6leo de soja-Lipozyme IM a condigdo otimizada foi

35°C, 20%p/p de enzima, razao molar Oleo-etanol de 1:3 e 10% p/p de agua

adicionada. A condigdo 6tima estabelecida na otimizagao foi a mesma ja realizada

no planejamento experimental (Experimento 4, Tabela 4.7). A converséo predita pelo

modelo de otimizacdo foi de 98,0%, apresentando boa concordancia com o valor

observado experimentalmente (95,6%).

Utilizando o mesmo procedimento, a condicao otimizada para o sistema 6éleo

de soja-Novozym 435,

nao contemplada no planejamento experimental, foi:

temperatura de 65°C, concentracao de enzima 5% p/p, 0% p/p de agua adicionada e

razdo molar Oleo-etanol de 1:3. A conversdo predita pelo modelo (12,1%)

apresentou concordancia aceitavel com o verificado experimentalmente (9,1%).
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4.2.3 Conclusdes parciais: Alcoolise de oleo vegetal utilizando lipases

comerciais como catalisadores

Com relagao aos diferentes resultados obtidos, no que se refere a influéncia das
variaveis de processo, pode-se concluir que a composigcdo do Oleo, o nivel de
saturacao ou insaturacdo bem como as propriedades fisico-quimicas podem
interferir na atividade enzimatica e, consequientemente, na conversao do processo.
Por isso ha necessidade de estudos, com diferentes 6leos vegetais, para se avaliar o
real efeito das variaveis de processo, visto que para cada tipo 6leo as variaveis
apresentam influéncia diferente.

Analisando as tabelas apresentadas anteriormente (Tabelas 4.8 a 4.11) pode-
se observar uma boa concordancia entre os dados experimentais e os resultados

obtidos pelos modelos empiricos propostos.

Desta forma, o emprego do planejamento de experimentos na otimizacao da
conversao da reacdo de alcodlise de Oleos vegetais usando lipases imobilizadas
como catalisadores mostrou-se eficiente no estudo da influéncia das variaveis do
processo. Um modelo empirico foi proposto para cada 6leo e enzima, mostrando boa
concordancia com os dados experimentais obtidos. Os efeitos das varidveis em cada
sistema puderam ser avaliados e uma analise minuciosa da influéncia destas na

conversao do processo foi realizada.
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5 CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 CONCLUSOES

Tendo como perspectiva a utilizacdo de biocatalisadores na reacdo de
modificacdo de 6leos e gorduras e devido a lacuna encontrada na literatura no que
se refere ao uso de solventes organicos, um estudo sistematico da alcodlise
enzimatica de 6leos vegetais — influéncia das variaveis de processo e cinética da
reacao — foi realizado neste trabalho. Como apresentado no capitulo anterior, este
estudo permitiu a comparagédo da reagado de alcodlise dos 6leos de mamona e soja

com o uso de catalisador quimico e enzimatico.

De acordo com o estudo realizado neste trabalho, algumas conclusdes podem
ser apresentadas, de acordo com o tipo de catalisador utilizado, para os sistemas

que apresentam maior conversao em cada etapa.

Com relacéo a utilizagcdo de catalisador quimico (NaOH), obteve-se converséao
maxima de 96,2% para o sistema com 6leo de mamona, nas condicées de maior
temperatura (70°C), concentragdo de catalisador (1,5%p/p) e razdo molar 6leo-
etanol (1:9) e menor tempo (1h), mas como foi possivel observar em varias
condi¢cOes experimentais para os diferentes sistemas estudados conversdes acima

de 90,0% também foram obtidas.

Quando da utilizagdo de enzimas em solvente organico, a conversdo mais
elevada de 98,0% em 6 horas de reacgao, foi obtida para o sistema 6leo de mamona
— Lipozyme IM, nas condigcdes de maior temperatura (65°C) e concentracdo de
enzima (20% p/p) e menor concentracdo de agua adicionada (0% p/p) e razdo molar
6leo-etanol (1:3), mostrando que na reacdo enzimatica em solvente organico

também conversao proxima a 100% foi obtida.

Tendo como base os resultados obtidos e as discussdes para cada sistema
apresentadas acima, algumas conclusdes gerais podem ser apontadas:
- O emprego do planejamento de experimentos na otimizagdo da converséo da
reacado de alcoodlise enzimatica de 6leos vegetais usando lipases imobilizadas
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como catalisadores mostrou-se eficiente no estudo da influéncia das variaveis

do processo;

- Os resultados obtidos no planejamento experimental e analise da influéncia das
variaveis sao aplicaveis apenas no intervalo de estudo das variaveis. Como foi
aplicado um planejamento com 2 niveis, apenas os extremos das variaveis
foram analisados. Uma investigacdo mais aprofundada, estudo cinético, foi
realizada objetivando a andlise dos resultados obtidos dentro de todo o

intervalo de interesse;

- Dependendo do sistema a ser estudado, uma nova avaliagdo deve ser
efetuada. Como demonstrado neste estudo, as enzimas apresentam diferentes
comportamentos, dependendo dos substratos, solventes e condigbes de
operacgao.

5.2 SUGESTOES

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, algumas sugestdes
para trabalhos futuros podem ser apontadas em fung¢do da forma de conducao do

processo:

Producao de ésteres utilizando NaOH como catalisador:

Avaliagdo do biodiesel obtido quanto as especificagbes que regulamentam o
uso do produto como aditivo ao 6leo diesel.

Producdo enzimatica de ésteres em solvente organico:

- Avaliacao da influéncia da quantidade de solvente orgéanico adicionado ao

meio reacional na conversao do processo;

- Avaliacdo do numero de ciclos em que a enzima imobilizada possa ser

utilizada sem perda consideravel da atividade;

- Modelagem cinética dos dados experimentais obtidos;
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- Avaliacao do biodiesel obtido quanto as especificacdes que regulamentam o

uso do produto como aditivo ao 6leo diesel.

Producdo enzimatica de ésteres em solventes alternativos:

- Utilizacdo de solventes alternativos (CO., butano, propano) em substituicao

ao solvente organico;

- Avaliagdo da perda de atividade das lipases imobilizadas comerciais nos

solventes alternativos;

- Avaliacao do biodiesel obtido quanto as especificagcdes que regulamentam o

uso do produto como aditivo ao 6leo diesel.
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APENDICE A - DADOS EXPERIMENTAIS DA CONVERSAO EM
ESTERES EM FUNCAO DOS ACIDOS GRAXOS CONSTITUINTES DO
OLEO DE SOJA — ETANOLISE CATALISADA POR LIPOZYME IM.

Conversao (%)

Experimento Tempo Etil Etil linoleato/ Etil Etil Global
(h) palmitato  Etil oleato  linolenato estearato
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1,094 3,846 0,065 0,027 5,032
2 2,000 7,004 0,101 0,044 9,149
3 2,727 4,832 0,359 0,056 7,975
1 4 3,145 5,754 0,388 0,060 9,346
5 3,730 6,558 0,454 0,076 10,818
6 5,724 13,758 0,296 0,115 19,893
7 6,591 16,268 0,381 0,146 23,386
8 6,264 16,234 0,335 0,142 22,975
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,085 0,208 0,014 0,003 0,310
2 - - - - -
3 0,031 0,100 0,003 0,001 0,135
2 4 0,023 0,074 0,001 0,000 0,098
5 0,016 0,052 0,001 0,000 0,069
6 0,047 0,091 0,000 0,000 0,139
7 0,044 0,107 0,002 0,001 0,154
8 0,084 0,172 0,003 0,002 0,260
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 3,677 12,198 0,087 0,062 16,024
2 7,564 18,314 0,281 0,119 26,279
3 8,230 18,024 0,546 0,154 26,954
3 4 7,346 13,517 0,954 0,158 21,975
5 7,995 14,267 0,904 0,162 23,328
6 10,158 21,081 1,082 0,202 32,524
7 - - - - -
8 12,362 23,840 1,298 0,240 37,740
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 - - - - -
2 - - - - -
3 - - - - -
4 4 - - - - -
5 40,698 48,267 0,755 0,227 89,948
6 18,860 50,869 2,104 0,233 72,066
7 11,847 55,627 0,683 0,149 68,306
8 15,505 78,456 1,463 0,211 95,635
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0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 1,343 3,803 0,135 0,024 5,304
2 2,116 6,404 0,232 0,034 8,786
3 1,847 4,815 0,186 0,030 6,877
5 4 1,935 5,224 0,232 0,032 7,423
5 1,786 4,054 0,196 0,031 6,067
6 2,046 6,984 0,175 0,035 9,240
7 1,700 5,381 0,184 0,032 7,297
8 3,117 9,989 0,273 0,049 13,427
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 5,334 17,049 0,243 0,072 22,698
2 1,975 7,847 0,120 0,038 9,981
3 2,683 8,587 0,243 0,048 11,560
6 4 6,788 17,462 0,577 0,109 24,936
5 0,959 4,766 0,072 0,017 5,815
6 2,924 13,251 0,187 0,056 16,481
7 0,648 2,278 0,055 0,012 2,993
8 5,961 18,950 0,278 0,076 25,264
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 7,176 24,746 0,082 0,094 32,097
2 5,084 20,863 0,073 0,084 26,104
3 8,662 26,710 0,240 0,147 35,759
7 4 9,154 30,204 0,294 0,161 39,814
5 4,047 14,174 0,180 0,117 18,517
6 3,166 5,142 0,255 0,114 8,677
7 4,024 5,210 0,285 0,140 9,660
8 7,003 22,790 0,232 0,165 30,189
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,256 0,497 0,008 0,005 0,766
2 0,244 0,648 0,011 0,009 0,912
3 0,499 1,244 0,022 0,013 1,778
8 4 0,065 0,133 0,001 0,000 0,199
5 0,163 0,430 0,000 0,000 0,593
6 0,487 1,009 0,008 0,009 1,514
7 1,664 3,021 0,037 0,026 4,748
8 0,610 1,230 0,013 0,011 1,863
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 3,143 7,123 0,342 0,090 10,699
2
3 3,969 9,044 0,425 0,110 13,548
9 4 4,209 10,446 0,443 0,119 15,217
5 7,144 14,476 0,396 0,175 22,190
6 4,775 13,660 0,211 0,152 18,798
7 1,699 3,230 0,100 0,049 5,077
8 8,272 16,216 0,672 0,242 25,403
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APENDICE B - DADOS EXPERIMENTAIS DA CONVERSAO EM
ESTERES EM FUNCAO DOS ACIDOS GRAXOS CONSTITUINTES DO
OLEO DE SOJA - ETANOLISE CATALISADA POR NOVOZYM 435.

Converséao (%)

Experimento Tempo Etil Etil linoleato/ Etil Etil Global
(h) palmitato Etil oleato  linolenato estearato
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,225 0,409 0,052 0,009 0,695
2 - - - - -
3 - - - - -
1 4 0,336 0,492 0,054 0,013 0,895
5 0,381 0,588 0,060 0,015 1,044
6 - - - - -
7 0,413 0,664 0,067 0,016 1,161
8 0,371 0,603 0,062 0,015 1,051
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,081 0,174 0,024 0,004 0,283
2 0,076 0,166 0,022 0,003 0,267
3 0,099 0,203 0,029 0,004 0,336
2 4 0,126 0,250 0,032 0,005 0,414
5 0,065 0,156 0,022 0,002 0,246
6 0,044 0,105 0,020 0,002 0,171
7 0,069 0,151 0,027 0,003 0,249
8 0,078 0,174 0,031 0,004 0,285
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,240 0,286 0,055 0,009 0,590
2 0,293 0,406 0,056 0,012 0,767
3 0,188 0,277 0,041 0,009 0,514
3 4 - - - - -
5 0,667 0,982 0,105 0,026 1,779
6 - - - - -
7 0,742 1,215 0,104 0,027 2,089
8 0,746 0,960 0,124 0,027 1,857
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 - - - - -
2 0,217 0,470 0,051 0,008 0,747
3 0,247 0,379 0,041 0,007 0,675
4 4 0,216 0,343 0,044 0,007 0,610
5 0,214 0,391 0,043 0,008 0,657
6 0,245 0,420 0,055 0,008 0,729
7 0,215 0,375 0,046 0,008 0,644
8 0,263 0,457 0,045 0,008 0,773
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0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,763 1,071 0,149 0,028 2,011
2 0,946 1,123 0,162 0,030 2,261
3 3,297 5,438 0,833 0,448 10,015
5 4 4,186 5,322 0,600 0,118 10,227
5 2,228 3,668 0,282 0,072 6,249
6 3,384 4,533 0,385 0,100 8,401
7 5,581 5,391 0,257 0,175 11,404
8 4,534 6,226 0,873 0,184 11,816
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,510 0,957 0,060 0,014 1,514
2 0,550 0,937 0,080 0,018 1,584
3 0,491 0,661 0,071 0,015 1,238
6 4 0,428 0,659 0,094 0,014 1,194
5 1,173 1,312 0,088 0,026 2,599
6 1,292 1,669 0,168 0,031 3,160
7 0,995 1,324 0,106 0,026 2,451
8 2,131 3,779 0,273 0,051 6,234
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 5,020 7177 0,429 0,103 12,729
2 4,632 8,078 0,492 0,125 13,327
3 5,815 7,607 0,453 0,142 14,017
7 4 4,393 7,318 0,943 0,136 12,789
5 0,795 4,407 0,207 0,029 5,438
6 2,504 5,551 0,350 0,072 8,476
7 6,108 8,003 0,847 0,155 15,113
8 3,214 6,022 0,488 0,105 9,829
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,339 0,675 0,016 0,012 1,041
2 - - - - -
3 1,516 2,697 0,042 0,032 4,287
8 4 1,512 2,607 0,176 0,038 4,333
5 3,453 4,587 0,384 0,080 8,504
6 0,996 1,474 0,129 0,029 2,629
7 3,469 5,696 0,719 0,105 9,989
8 2,632 2,945 0,207 0,054 5,839
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1 0,366 0,556 0,063 0,018 1,004
2 0,310 0,447 0,045 0,012 0,814
3 0,278 0,437 0,033 0,008 0,756
9 4 0,238 0,382 0,034 0,007 0,662
5 0,297 0,502 0,045 0,010 0,854
6 0,184 0,460 0,023 0,006 0,672
7 0,764 1,182 0,095 0,021 2,062
8 0,333 0,618 0,051 0,013 1,014
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APENDICE C — PROCEDIMENTO UTILIZADO PARA OS CALCULOS
DA CONVERSAO E CROMATOGRAMAS TIiPICOS OBTIDOS DA

REACAO ENZIMATICA DOS OLEOS VEGETAIS.

OLEO DE SOJA

Obteve-se as areas de cada composto pelos cromatogramas das amostras
injetadas. Para etil palmitato, etil estearato e etil linolenato observou-se areas bem
definidas, ja o etil linoleato e etil oleato ndo foi possivel observar a separagao dos
picos devido a grande semelhanca estrutural destes compostos, que apresentaram

praticamente 0 mesmo tempo de retengao.

Em paralelo as injegcbes das amostras, injetou-se amostras de padrbes
externos (etil palmitato, etil linolenato, etil linoleato, etil oleato e etil estearato na

concentragao de 100ppm) e interno (esqualeno) na concentracdo de 1000ppm.

Possiveis erros de injecao das amostras foram minimizados dividindo-se a area
de cada composto pela area do padrao interno, obtendo uma area corrigida. A area
de cada composto corrigida foi multiplicada pelo fator de resposta (Fi) de cada
composto e pelo volume de diluicdo (5 mL de n-propanol) da amostra a ser injetada.

Assim, obteve-se a concentracdo de cada composto na amostra.

Célculo para obtengéo do Fi de cada composto :

e Fi etil palmitato: ___4rea padrdo = 1270627 = 0,7067

area esqualeno 1798084

¢ Fi etil linoleato/oleato: area padrdo = 790066 = 0,4393

area esqualeno 1798084
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e Fi etil linolenato:_area padrdo = 1139287 = 0,6336

area esqualeno 1798084

o Fi etil estearato:area padrdo = 1209096 = 0,6724

area esqualeno 1798084

Tendo em méaos a concentragdo de cada composto em cada corrida, calculou-

se a conversdo da reagao:

1 Mol de 6leo + 3 Moles de etanol — 1 Mol de éster + 3 Moles de glicerol

l !
Peso Molecular do Oleo — Peso Molecular da mistura de Esteres
MA — X

onde: MA = massa de 6leo utilizada na reacao (média utilizada = 1,005 g);

X = massa de ésteres teodrica (g).

Para obter-se a conversao da reagdo em porcentagem faz-se:

X — 100%
C — Y

onde: C = concentragao em etil éster (g);

Y = conversao da reagao (%).
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Cromatograma tipico obtido da injecao das amostras.

504 3

3
:

10 20

(Pico 1: etil palmitato; pico 2: etil linoleato/etil oleato; pico 3: etil linolenato; pico 4: etil

estearato e pico 5: esqualeno).

OLEO DE MAMONA

Obteve-se a area do composto principal pelo cromatograma das amostras

injetadas.

Em paralelo as injecoes das amostras, injetou-se amostras de padrao externo
(etil ricinoleato na concentragéo de 0,25ppm), onde a média das areas foi utilizada
para obtencdo do fator de resposta (Fi = C / A), necessario para o calculo da
concentracao de éster (C=Fi x A). Como nao foi utilizado padrao interno, o padrao
externo foi injetado primeiramente, em todos os dias que foram realizadas injecoes

de amostras.

Tendo em maos a concentragdo do composto em cada corrida, entdo calculou-

se a conversao da reagdao da mesma forma que para o 6leo de soja.



Apéndice C — Procedimento utilizado para os calculos da conversdao e cromatogramas tipicos obtidos da reacao
enzimdtica dos dleos vegetais 86

Cromatograma tipico obtido da injecao das amostras.

Al

(Pico 1: etil ricinoleato).



