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RESUMO

Moreira, A. B. R. Selecio de fonte de lipase para sintese de biodiesel por
transesterificacdo enzimatica do é6leo de palma com etanol. 2007. 120 f. Dissertagdao
(Mestrado em Engenharia Quimica) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao
Paulo, Lorena, Sao Paulo, 2007.

O presente trabalho teve como objetivo estudar a reagdo de transesterificacio
enzimatica do 6leo de palma com etanol visando a utilizagdo do produto resultante (biodiesel)
como combustivel alternativo ao diesel convencional. O desempenho de diferentes fontes de
lipases, incluindo Thermomyces lanuginosus (Lipolase), Candida antarctica B (CALB L),
Pseudomonas fluorescens (Lipase AK), Burkholderia cepacia (Lipase PS), Penicillium
camembertii (Lipase G) e lipase de células animais (pancreas de porco, Tipo II) imobilizadas
em polissiloxano alcool polivinilico (POS-PVA) ativado com glutaradeido foi avaliado na
reagdo de etandlise do 6leo de palma em condigdes fixas de temperatura (40 °C) e razdo molar
etanol/6leo (18). Entre as lipases testadas, a lipase de Pseudomonas fluorescens teve um
desempenho destacado com relagdo atividade de transesterificagdo, convertendo 90,98% do
6leo de palma nos ésteres etilicos correspondentes em 72h, o que forneceu uma produtividade
de 6,40 mg biodiesel/g.h.

Experimentos posteriores foram realizados visando verificar a influéncia da forma de
utilizagdo da lipase selecionada (livre ou imobilizada), bem como avaliar se o tipo de agente
de ativacdo do suporte poderia modificar sua ligacdo com a enzima, alterando as propriedades
da fonte de lipase selecionada, gerando conseqiientemente rendimentos de transesterificagdo
mais elevados. Os resultados obtidos confirmaram que a lipase livre foi menos eficiente que a
lipase imobilizada em POS-PVA ativado com glutaraldeido ou epicloridrina. Entre os dois
agentes de ativagdo testados, epicloridrina forneceu o derivado imobilizado mais ativo e
estdivel em meio organico, possibilitando incrementos tanto no rendimento de
transesterificagdo (99,40%) como na produtividade do processo (8,16 mg/g.h). A
superioridade desse derivado imobilizado foi também confirmada por meio da caracterizagao
de suas propriedades bioquimicas, cinéticas e morfoldgicas, revelando uma fixacdo adequada
da enzima no suporte, bem como uma elevada estabilidade operacional (tempo de meia-vida
de 163 h).

Nas condigdes operacionais estabelecidas (temperatura 58 °C e razdo molar
6leo/etanol de 1:18) a lipase de Pseudomonas fluorescens imobilizada em POS-PVA ativado
com epicloridrina foi considerado o biocatalisador mais eficiente para efetuar a
transesterificagdo do 6leo de palma, alcangcando uma conversdo praticamente total em ésteres
de etila em 24h, correspondendo uma produtividade de 23,87 mg/g.h.

O produto purificado (biodiesel) era essencialmente inodor e de aspecto translucido de
coloracdo amarelo palha. Pureza dos ésteres etilicos foi elevada e isenta de glicerina ligada
como verificado por RMN"C (APT - Attached Proton Test). Adicionalmente, as outras
propriedades como baixo teor de umidade (0,02%), densidade (0,8 g/cm’) e viscosidade
(4,34cSt) atendem as especificagdes exigidas pela Agéncia Nacional de Petroleo (ANP) para
uso como biocombustivel.

Palavras-chave: Biodiesel, Etanol, Oleo de Palma, Lipase Imobilizada.



ABSTRACT

Moreira, A. B. R. Selection of lipase source for the synthesis of biodiesel by enzymatic
transesterification of palm oil with ethanol. 2007. 120 f. Dissertation (Master of Science in
Chemical Engineering) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de Sao Paulo,
Lorena, Sao Paulo, 2007.

The objective of this work was to study the enzymatic transesterification reaction of
palm oil with ethanol aiming at utilizing the resultant product (biodiesel) as alternative fuel to
the conventional diesel. The performance of different lipase sources, including Thermomyces
lanuginosus (Lipolase), Candida antarctica B (CALB L), Pseudomonas fluorescens (Lipase
AK), Burkholderia cepacia (Lipase PS), Penicillium camembertii (Lipase G) and Porcine
Pancreatic Lipase (PPL, type II) immobilized on polysiloxane-polyvinyl alcohol (POS-PVA)
hybrid composite activated with glutaraldehyde was evaluated in the ethanolysis reaction
under fixed conditions of temperature (40 °C) and molar ratio ethanol/oil (18). Among the
tested lipases, the Pseudomonas fluorescens lipase had outstanding performance in relation to
the transesterification activity, converting 90.98% of palm oil in the corresponding ethyl
esters in 72 h which gave a productivity of 6.40 mg biodiesel/g.h.

Further studies were carried out to verify the effect of other functional activating agent
(epichloridrin) for the support upon the immobilization procedure. In this set of experiments,
free lipase AK was also used for comparative purpose. It is expected that the modification in
the linkage between the enzyme and support, could alter the properties of this lipase
preparation in the immobilized form and consequently improve the transesterification. Results
confirmed that the free lipase was less efficient than the lipase immobilized on POS-PVA
activated with either glutaraldehyde or epichloridrin. Between the tested activating agents,
epichloridrin was found to give the most stable and active immobilized derivative in organic
medium, resulting in enhanced transesterification yield (99.40%) and reaction productivity
(8.16 mg/g.h). These results were also confirmed by the characterization of the biochemical,
kinetic and morphological properties of this biocatalyst that revealed an appropriate fixation
of the enzyme on the support, as well as high operational stability (half-life time =163 h).

Under the established operational conditions (58 °C and molar ratio ethanol/oil = 18)
the immobilized Pseudomonas fluorescens lipase on POS-PVA activated with epichloridrin
was found to be the most efficient biocatalyst to be used in the transesterification of the palm
oil with ethanol, allowing almost total conversion in ethyl ester to be achieved in 24 h,
corresponding to a productivity of 23.87 mg/g h.

The purified product (biodiesel) was of straw yellow in color and essentially odorless.
Purity of the fatty acid ethyl ester was found to be high having no glycerol bound as verified
by NMR "°C (APT- Attached Proton Test). In addition, the other properties such as low water
content (0.02%), specific gravity (0.8 g/cm’) and viscosity (4.34 cSt) are in accordance with
specifications recommended by the Brazilian Petroleum Agency (ANP) to be used as biofuel.

Keywords: Biodiesel, Ethanol, Palm Oil, Immobilized Lipase.
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1. INTRODUCAO

Atualmente a producdo de biodiesel constitui um desenvolvimento prioritario
mundialmente, devido principalmente a problemas ambientais causados pela emissdo de gases
que contribuem para o aquecimento global. Neste sentido, estudos relacionados a
combustiveis alternativos que sejam economicamente competitivos, ambientalmente
aceitaveis e prontamente disponiveis como o biodiesel tornam-se imprescindiveis.

O biodiesel ¢ um combustivel renovavel formado por monoésteres de acidos graxos
atoxicos e biodegradaveis. Comparado ao diesel, seu uso provoca significativa redugdo da
emissdo de gases, como particulas de carbono, monoxidos de carbono e gases sulforados
(FELIZARDO, 2003) e permite que se estabeleca um ciclo fechado de carbono no qual o CO,
liberado na combustdo ¢ reabsorvido no crescimento da massa vegetal (FERRARI, 2005). No
aspecto econdmico este combustivel possibilita a reducdo de importacdes de petrdleo e diesel
refinado, além de gerar trabalho, principalmente no setor primario, pelo cultivo de
oleaginosas (FELIZARDO, 2003). Dentre os 0leos vegetais com potencial a obtencdo de
biodiesel, destaca-se o dleo de palma, por ser o segundo 6leo mais abundante no mundo e por
ser a palma caracterizada pela produtividade superior entre todas as oleaginosas (KUEN
SOON, 2001).

Contudo, para a utilizagdo dos 6leos vegetais em motores de combustio, ¢ necessario
efetuar modificagdes na molécula do triglicerideo, devido principalmente a sua elevada
viscosidade (NASCIMENTO; COSTA NETO; MAZZUCO, 2001). Diferentes alternativas
vém sendo propostas para a modificagao destes 6leos, tais como: pirdlise, microemulsificacao
e a transesterificagdao (PINTO et al, 2005).

A tecnologia estabelecida para a producdo industrial de biodiesel ¢ baseada na
transformagao quimica (alcodlise) de d6leos vegetais com metanol, usando catalisadores acidos
ou basicos, para promover a quebra das moléculas de triglicerideos e gerar uma mistura de
¢ésteres de acidos graxos (MARCHETTI; MIGUEL; ERRAZU, 2007). Apesar do elevado
rendimento obtido por esta via, o metanol constitui um produto também fossil (obtido do
petréleo) e o uso dos catalisadores quimicos gera problemas ao meio ambiente e requer
inimeras etapas de recuperagdo e purificagdo do produto final. Devido a estes problemas,
varias alternativas estdo sendo pesquisadas, como a substituicdo do metanol pelo etanol de
origem vegetal, menos poluente e a utilizacdo de catalisadores bioquimicos que apresentam
alta seletividade e requerem condi¢des brandas de operagao.

A sintese de biodiesel por transesterificacdo enzimatica de oleos vegetais significa



oportunidade concreta de recuperagdao do catalisador, elimina os problemas de separagao,
indice de acidez e teor de sodio verificados no processo industrial tradicional. Além disso, ¢
uma alternativa que atende aos apelos atuais da Quimica Verde, reduzindo o impacto
ambiental pela minimiza¢do dos residuos gerados no processo. Esta rota de processo vem
sendo estudada no pais, testando tanto lipases imobilizadas disponiveis comercialmente
(OLIVEIRA; ALVES, 1999) como lipases soluveis previamente imobilizadas em suportes
diversos (NASCIMENTO; COSTA NETO; MAZZUCO, 2001; COSTA NETO, 2002).

Em 2003 o Grupo de Biocatalise do DEQUI/ FAENQUIL iniciou estudos nessa area
de pesquisa, visando testar derivados imobilizados de lipase alternativos aos sistemas
imobilizados disponiveis comercialmente para sintese de biodiesel a partir do 6leo de babagu
e butanol (URIOSTE, 2004). Resultados promissores foram alcangados empregando a lipase
pancreatica (LPP) imobilizada covalentemente em suporte hibrido constituido de
polissiloxano e alcool polivinilico (POS-PVA), com rendimento de transesterificagdo similar
aos alcancados pela atuacdo de lipases imobilizadas disponiveis comercialmente,
particularmente Lipozyme IM™. Entretanto, essa preparacio de lipase ndo foi tio adequada
como anteriormente constatado quando butanol foi substituido por etanol, provavelmente
devido ao elevado grau de polaridade do sistema reacional 6leo e etanol. Mesmo com adig¢ao
do solvente, os rendimentos obtidos foram inferiores a 20% (MOREIRA et al, 2006).

Para dar seqiliéncia a essa linha de pesquisa, propde-se no presente trabalho o
aprimoramento da sintese de ésteres de etila, empregando como modelo de estudo o sistema
6leo de palma e etanol, testando-se lipases de diferentes fontes imobilizadas em suporte
hibrido (POS-PVA). Como parametros de avaliacdo foram considerados os seguintes
parametros: velocidade de formacdo dos diversos ésteres, rendimento global da reacao,
produtividade e viscosidade. As condi¢cdes de sintese em termos de temperatura de reagdo e
razao molar 6leo/etanol foram estabelecidas empregando o sistema imobilizado selecionado.
O produto transesterificado foi analisado e suas propriedades comparadas com as

especificagdes exigidas pela Agéncia Nacional do Petréleo (ANP).



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Consideracoes iniciais

A demanda elevada de energia no mundo industrializado e os problemas de polui¢do
causados devido ao uso difundido de combustiveis fosseis levam a necessidade do
desenvolvimento de fontes de energia renovaveis e de menor impacto ambiental que as
tradicionais. Isto estimulou o interesse recente em fontes alternativas para a substituicao dos
combustiveis oriundos do petroleo. Nessa perspectiva surgem os 6leos vegetais, por serem
fontes de energia renovaveis e inesgotaveis, além de possuirem um conteido energético
préoximo ao diesel (RAMOS et al., 2003; MEHER; SAGAR; NAIIK, 2006; MARCHETTI;
MIGUEL; ERRAZU, 2007).

Apesar de ser favoravel do ponto de vista energético, a utilizacdo direta de Oleos
vegetais em motores a diesel ¢ muito problematica. Estudos efetuados em diversos 6leos
vegetais mostraram que a sua combustdo direta conduz a carbonizag¢do na cabega do injetor,
resisténcia a injecao nos segmentos dos émbolos, dilui¢ao do 6leo do Carter, contaminagdo do
Oleo lubrificante, entre outros problemas. As causas destes problemas foram atribuidas a
polimerizacao dos triglicerideos, por meio de suas duplas ligacdes, que conduzem a formacao
de depositos, assim como a baixa volatilidade e a elevada viscosidade dos oleos vegetais
geram problemas na atomizacao do combustivel (COSTA NETO et al., 2000; RAMOS et al.,
2003). Conseqiientemente, varios estudos estdo sendo realizados para desenvolver derivados
de Oleos vegetais, cujas propriedades e desempenho se aproximam do 6leo diesel. Um
combustivel alternativo deve ter uma técnica praticavel, ser economicamente competitivo,

ambientalmente aceitavel e prontamente disponivel (MEHER; SAGAR; NAIIK, 2006).
2.2. Biodiesel

Tecnicamente, o biodiesel ¢ definido como ésteres alquilicos de 4cidos graxos, obtidos
na reacdo de transesterificacdo de qualquer triglicerideo (6leos e gorduras vegetais ou
animais) com alcool de cadeia curta (PINTO et al., 2005).

O biodiesel pode ser utilizado como combustivel puro, na forma de mistura, como
complemento ao diesel extraido de petroleo, ou em baixas propor¢des como aditivo. Uma das
grandes vantagens do biodiesel ¢ sua adaptabilidade aos motores do ciclo diesel. Enquanto o
uso de outros combustiveis limpos, como o gas natural ou biogas, requer adaptacao dos

motores, a combustdo de biodiesel pode dispensé-la, configurando-se em uma alternativa



técnica capaz de atender a frota movida a diesel (RAMOS et al., 2003; PINTO et al., 2005).
Portanto o biodiesel ¢ um combustivel renovavel sendo uma alternativa aos combustiveis
tradicionais, obtidos a partir do petréleo. Sua utilizagdo traz uma série de vantagens
econOmicas, ambientais, e sociais.

Do ponto de vista econdomico, a viabilidade do biodiesel estd relacionada com o
estabelecimento de um equilibrio favoravel na balanca comercial brasileira, visto que o diesel
¢ o derivado de petroleo mais consumido no Brasil, e que uma fragdo crescente desse produto
vem sendo importada anualmente. Segundo estatisticas da Agéncia Nacional do Petréleo
(ANP), cada 5% de biodiesel misturado ao 6leo diesel consumido no Pais representa uma
economia de divisas de cerca de US$ 350 milhdes/ ano.

No aspecto ambiental, as vantagens da utilizagdo do biodiesel sdo muito significativas.
O biodiesel apresenta baixa toxicidade, ¢ biodegradavel, ndo contém enxofre e compostos
aromaticos ¢ ainda reduz significativamente a emissdo de gases, como o monoxido de
carbono (RAMOS et al., 2003). A auséncia total de enxofre em sua composi¢do quimica
confere ao biodiesel uma grande vantagem, pois ndo hé emissoes de gases sulfurados (SOx),
caracteristicos em motores movidos a derivados de petroleo. Dessa forma, ha uma
contribui¢do efetiva para a minimizagdo do fendmeno da chuva acida (CHANG et al., 1996).
Além disso, diferentemente do combustivel fossil, o CO; liberado na queima do biodiesel ¢
reciclado por absorcdo durante o crescimento da massa vegetal (fotossintese) (SHEEHAN et
al. 1998). Assim, a producdo do biodiesel estd inserida em um processo ciclico que auxilia na
minimizagdo do efeito estufa, pois ha um equilibrio entre a massa de carbono fixada e aquela
liberada. Adicionalmente, quando se utiliza alcool de origem mineral na producao de
biodiesel (rota metilica) somente 78% do CO; ¢ reabsorvido; por outro lado quando se utiliza
alcool de origem vegetal (rota etilica) a reabsor¢o ocorre na integra (BIOCOMBUSTIVEL...,
2007).

Segundo Oliveira e Costa (2001), a implantagdo de um programa energético com
biodiesel abre oportunidades para grandes beneficios sociais decorrentes do alto indice de
geracdo de emprego por capital investido, culminando com valorizacdo do campo e a
promogdo do trabalhador rural, além das demandas por mdo de obra qualificada para o
processamento.

Desta forma, o biodiesel pode ser considerado como um combustivel ambientalmente
correto, economicamente viavel e um produto com caracteristicas técnicas semelhantes as do

diesel.



2.3. Comparacio das propriedades do biodiesel com o diesel

O diesel € um produto oriundo do petréleo, sendo constituido de hidrocarbonetos com
nimero médio de carbonos em torno de 14. Por outro lado, o biodiesel ¢ obtido pela
transesterificacdo de dleos vegetais, que sdo triésteres de glicerina, cujas cadeias laterais de
acidos graxos tém numeros de carbono variando entre 10 e 18. Além da presenca do
grupamento funcional do tipo de éster, os dleos vegetais possuem massa molar cerca de trés
vezes maior que o diesel que lhe conferem caracteristicas que dificultam a sua utilizacao
diretamente em motores do ciclo diesel (OLIVEIRA; COSTA, 2001).

A Figura 2.1 (KUCEK, 2004) apresenta uma comparagdo entre as estruturas do
palmitato de etila e o hexadecano que em ultima analise, representam os componentes de
referéncia para o biodiesel e para o diesel de petrdleo, respectivamente. Por meio dessas
estruturas, pode-se observar facilmente a diferenca entre a composicdo quimica de ambos
compostos, com uma pequena vantagem para o éster (biodiesel), que por ser um composto
oxigenado, apresenta melhor comportamento frente ao processo de combustdo

(ANASTOPOULOS et al., 2005).
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Figura 2.1. Comparacao das estruturas do hexadecano (diesel) (a) e do palmitato de etila
(biodiesel) (b)

®)

Propriedades como densidade, faixa de destilagdo, poder calorifico, viscosidade,
ponto de fluidez e nimero de cetano, sdo influenciadas por variagdes na composi¢ao quimica
dos o6leos (CAMPOS, 2003). A poténcia méxima ser atingida pelo motor em operacao
depende do poder calorifico do combustivel. O indice de cetano define o poder de
autoinflamacdo e combustdo do 6leo e seu valor condiciona o desempenho global do motor,
refletindo na partida a frio, ruido e gradiente de pressao (COSTA NETO et al., 2000). O ponto
de névoa corresponde a temperatura inicial de cristalizagdo do 6leo e a viscosidade a medida
da resisténcia interna ao escoamento de um liquido. Estas constituem propriedades intrinsecas
dos fluidos. A Tabela 2.1 apresenta as principais caracteristicas dos 6leos vegetais e do 6leo

diesel.



Tabela 2.1. Especificagdes de alguns oleos vegetais in natura e do dleo diesel

Caracteristicas Tipo de dleo Oleo
mamona babacu palma  soja  piqui diesel
Poder calorifico (kcal/kg) 8913 9049 8946 9421 9330 10950
Ponto de névoa (°C) 10 26 31 13 26 0
Indice de cetano nd 38 38-40  36-39 38 40
Densidade a 25°C 0,956 0,914 0,912 nd 0910 0,850
Viscosidade a 37,8°C (cSt) 285 30,3 36,8 36,8 47,0 2,0-4,3
Destilagdo a 90% (°C) nd 349 359 370 nd 338
Teor de cinzas (%) nd 0,03 0,01 nd 0,01 0,014
Cor (ASTM) 1,0 0,5 1,0 nd 2,0 2,0
Residuos de carbono Conradson nd 0,28 0,54 0,54 nd 0,35

sobre 10% do residuo seco (%)

Fonte: COSTA NETO et al, (2000).
nd= ndo determinado

Como observado na Tabela 2.1, os 6leos vegetais apresentam poder calorifico e
indice de cetano proximos ao diesel. Todavia os altos valores do ponto de névoa e da
viscosidade inviabilizam o uso direto em motores do ciclo diesel. O ponto de névoa influencia
negativamente o sistema de alimentacdo do motor, bem como o filtro de combustivel,
sobretudo quando o motor ¢ acionado sob condigdes de baixas temperaturas (comum em
regides de clima temperado). Os Oleos vegetais até¢ hoje investigados apresentam ponto de
névoa superior ao do Oleo diesel convencional. Além disso, os valores elevados de
viscosidade dificultam principalmente o estagio inicial da combustdo, ou seja, o processo de
atomizacdo do combustivel nos bicos injetores, de cuja eficiéncia dependera a poténcia
maxima a ser desenvolvida pelo motor (ALLEN et al. 1999). No entanto, a modifica¢ao
quimica destes 6leos gera produtos com propriedades fluidodindmicas semelhantes as do
diesel (Tabela 2.2).

Verifica-se na Tabela 2.2 que as propriedades do biodiesel, independentemente de sua
origem assemelham-se ao do diesel mineral, eliminando principalmente os problemas
referentes aos elevados valores de viscosidade e ponto de névoa apresentados pelos dleos
vegetais. Assim, ¢ possivel sua utilizagdo sem qualquer adaptacdo ou investimentos
tecnoldgicos no desenvolvimento de motores. Adicionalmente a estas vantagens, o biodiesel
apresenta, ainda, uma série de caracteristicas favoraveis de ordem técnica, como por exemplo,
o baixo risco de explosdo, que lhe confere grande facilidade de transporte e armazenagem,

pois necessita de uma fonte de calor superior a 1500 °C. Todas estas caracteristicas



possibilitam que o biodiesel atenda a maior parte da frota de veiculos a diesel ja existentes no

mercado mundial (OLIVEIRA; COSTA, 2001).

Tabela 2.2. Caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel (ésteres etilicos) de varias espécies
vegetais e do 6leo diesel convencional.

Caracteristicas Origem do Biodiesel Oleo diesel
Mamona Babagcu Palma Soja Pequi

Poder Calorifico (kcal/kg) 9046 9440 9530 9449 9590 10824
Ponto de névoa (° C) -6 -6 6 1 8 1
[ndice de Cetano ne 65 ne 45 60 45,8
Densidade (20 °C) 0,9190 0,8865 0,8597 0,885  0,8650 0,8497
Viscosidade a 37,8 °C (cSt) 21,6 3,9 6,4 4,5 5,2 3,04
Inflamibilidade (° C) 208 ne ne 178 186 55
Ponto de fluidez (°C) -30 ne ne -7 5 ne
Teor de cinzas (%) 0,01 0,03 0,01 0,006 0,01 0,014
Cor (ASTM) 1 0 0,5 2 1,0 2,0
Residuo de Carbono 0,09 0,03 0,02 0,14 0,01 0,35

Fonte: COSTA NETO et al., 2000.
ne= nao especificado

2.4. Uso do biodiesel no mundo e no Brasil

Os governos de diferentes paises, em parceria com a iniciativa privada e centros de
pesquisa, vém desenvolvendo e testando biocombustiveis. A Unido Européia decidiu mudar o
curso da politica energética do bloco dos paises para combater as mudancas climaticas que
ameacam o planeta. Seus 27 paises estabeleceram o objetivo unilateral de aumentar o uso de
fontes de energia renovavel para 20% até 2020 (CHIARANDA et al, 2005).

Paises como Argentina, Estados Unidos, Malésia, Alemanha, Franca e Italia ja estdo
produzindo o biodiesel comercial. No mercado internacional, este biocombustivel tem sido
utilizado em veiculos de passeio, frotas cativas, transporte publico e geragdo de eletricidade.
(MEIRELLES, 2003). Na Europa o biodiesel ¢ utilizado tanto como aditivo ao 6leo diesel,
como acontece na Franga e na Suécia, quanto para colocar um motor em marcha como na
Alemanha, Austria e Itélia.

A Alemanha ¢ o maior produtor de biodiesel e apresenta um consumo de 300 mil
toneladas anuais. O sistema de produgdo praticado no pais baseia-se na utilizagdo do 6leo de
colza e o biodiesel obtido ¢ distribuido de forma pura (B100), isento de qualquer mistura ou
aditivacdo, por meio de uma grande rede de abastecimento de combustiveis, composta por

aproximadamente 1.000 postos (MEIRELLES, 2003).



No Brasil em maio de 2002, o PROBIODIESEL (Programa Brasileiro de
Desenvolvimento Tecnolégico do Biodiesel) foi anunciado com o objetivo de estabelecer um
arcabougo regulatorio para o desenvolvimento e a producdo nacional de biodiesel (KNOTHE
et al., 2006). Baseado neste programa, o governo brasileiro em 13 de janeiro de 2005 publicou
a Lei 11.097 que estabelece o uso obrigatério comercial de misturas com 2% de biodiesel e
98% de oleo diesel (mistura B2) para inicio de 2008, esperando-se para 2013 o aumento da
participacdo do biodiesel para 5% (B5) (ANDRADE, 2005). Esta iniciativa tem estimulado a
producdo nacional de biodiesel, que segundo estimativa da Agéncia Nacional do Petréleo
(ANP), alcangou 76 milhdes de litros anuais em 2006.

O consumo do diesel no Brasil pode ser dividido em trés grandes setores: o de
transportes, representando mais de 75% do total consumido; o agropecudrio, representando
cerca de 16% do consumo; e o de transformacao, que utiliza o produto na geragdo de energia
elétrica e corresponde a cerca de 5% do consumo total de diesel. O biodiesel entra fortemente
como combustivel substituto nos trés setores, podendo ser utilizado puro (B100) no setor de
transformagdo, em geradores, e agropecudrio, em tratores. Pode ser utilizado como aditivo no
setor de maior consumo de 6leo diesel, o de transportes.

No Pais, ja existem algumas empresas habilitadas a produzir biodiesel a partir do uso
da soja (MT, SP e MG), como a ECOMAT, que tem suprido o CERBIO/ TECPAR com um
combustivel que ja estd sendo testado na frota do transporte coletivo de Curitiba.
(ANDRADE, 2005). No final de novembro de 2006, foi registrada a inauguragdo da primeira
usina brasileira de produc¢ao integrada de biodiesel, agucar e alcool, no municipio de Barra do
Bugres (MT), com expectativa de produg¢ao de 57 milhdes de litros de biodiesel por ano
(BRASIL é..., 2007). Atualmente, existem 11 usinas em operagdo no pais, com capacidade
anual de 640 milhdes de litros de biodiesel, outras 13 usinas estdo em fase final de construgao,

j& com pedidos de autorizagdo de funcionamento junto a ANP (BRASIL deve..., 2007).
2.5. Matérias-primas para producio de biodiesel

As matérias primas para a producdo de biodiesel podem ser de diferentes origens:
Oleos vegetais, gorduras de animais e d6leos e gorduras residuais. Os 6leos e gorduras reagem
com alcool, formando ésteres de acidos graxos que constituem o biodiesel (CAMPOS, 2003).
Podem se transformados em biodiesel, todos os 6leos vegetais, enquadrados na categoria de
6leos fixos ou triglicerideos, como: grao de amendoim, polpa do dendé, améndoa do coco de

dendé, améndoa do cdco da praia, carogo de algoddao, améndoa do cdco de babagu, semente



de girassol, baga de mamona, semente de colza, semente de maracuja, polpa de abacate,
carogo de oiticica, semente de linhaca, semente de tomate, entre muitos outros vegetais em
forma de sementes, améndoas ou polpas (RAMOS et al, 2003).

De uma forma geral, pode-se afirmar que monoalquil-ésteres de 4cidos graxos podem
ser produzidos a partir de qualquer tipo de 6leo vegetal, mas nem todo 6leo vegetal pode (ou
deve) ser utilizado como matéria-prima para a produgdo de biodiesel. Isso porque alguns
Oleos vegetais apresentam propriedades ndo ideais, como alta viscosidade ou alto niumero de
iodo, que sdo transferidas para o biocombustivel e que o tornam inadequado para uso direto
em motores do ciclo diesel (PYAPORN; JEYASHOKE; KANIT, 1996; RAMOS et al., 2003).

Somente alcoois simples, tais como metanol, etanol, propanol, butanol e pentanol,
tém sido usados na producdo do biodiesel. O metanol e o etanol sdo os mais freqiientemente
utilizados por razdes de natureza fisica e quimica (cadeia curta e polaridade) (COSTA NETO
et al., 2000).

A tecnologia de produgdo de biodiesel pela rota metilica ¢ totalmente dominada.
Ressalta-se, no entanto, que o metanol tem uma toxicidade muito elevada a satide humana,
podendo causar, inclusive, cegueira e cancer. Por outro lado, o etanol apresenta a vantagem de
ndo ser toxico, ser biodegradavel e ser produzido a partir de fontes renovaveis. Destaca-se
ainda que o Brasil produz anualmente cerca de 17 bilhdes de litros de etanol a partir da cana-
de-acucar e que tem uma capacidade ociosa de mais de 2 bilhdes de litros por ano (VEIGA

FILHO, 2007).

2.5.1. Oleos vegetais

Os o6leos vegetais sdo produtos naturais constituidos por uma mistura de ésteres
resultantes da condensagdo de uma molécula de glicerol (triacilglicerdis ou triglicerideos)
com trés moléculas de acidos graxos (Figura 2.2) (SRIVASTAVA; PRASAD, 2000). Sao
constituida de &cidos graxos de cadeias curtas ou longas, cujo grau de saturacdo ou
insaturagdo, ¢ fungdo da origem e tipo de semente (SONNTAG, 1979).

Os 4cidos graxos mais comumente encontrados nos 6leos apresentam cadeias de 16 e
18 atomos de carbono. Essas cadeias podem ser saturadas (sem duplas ligagdes) ou
insaturadas (com duplas ligacdes) (SONNTAG, 1979). A Tabela 2.3 apresenta a composi¢ao

de 4cidos graxos dos principais 6leos vegetais.
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Figura 2.2. Estrutura de uma molécula de triglicerideos.

Tabela 2.3. Composicao de acidos graxos dos principais 6leos vegetais

Composi¢io em acidos graxos (% m/m)

Oleo ou
gordura

C12:0 C14:0 C16:0 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3 C20:0 C22:0 C24:0
Amendoim - - 7-12 1,5-5 64-86 4-15  0,5-1 <1,5 2-4 1-2
Banha <0,5 <I,5 24-30 12-18 36-52 10-12 <1 <0,5 - -
Coco 41-46 18-21 9-12 2-4 59 0,5-3 Vest. Vest.  Vest. -
Colza Vest. Vest. 2-4 1-2  52-66 17-25 8-11 0,5-1 0,5-2,0 0,5
Girassol Vest. Vest. 5,5-8 2-6,5 14-34 55-73 <04 <0,5 0,5-1 <0,5
Milho Vest. Vest. 9-12  1-3  25-35 40-60 <1 <0,5 <0,5 <0,5
Palma Vest. 1-2 4146 4-6,5 3742 8-12 <0,5 <0,5 - -
Sebo Vest. 24 23-29 20-35 2645 2-6 <1 <0,5 Vest. -
Algodao Vest. 0,5-2 21-27 2-3 14-21 45-58 <0,2 <0,5 Vest.  Vest.
Soja - <0,5 812 3-5 18-25 49-57 6-11 <0,5 Vest -

Fonte: Ullmanns Encyclopedia of Industrial Chemistry

Os oOleos produzidos nacionalmente possuem reduzida concentragdo de dacidos
poliinsaturados, gomas e fosfolipideos e ndo necessitam da implantacdo de uma unidade de
refino, o que torna atrativo a sua aplicacdo em reagdes de sintese de biodiesel. No entanto, a
viabilidade de cada matéria-prima dependera de suas respectivas competitividades técnica,
econdmica e socio-ambiental, passando inclusive por importantes aspectos agronomicos, tais
como (a) o teor em Oleos vegetais; (b) a produtividade por unidade de area; (c) o equilibrio
agrondmico e demais aspectos relacionados ao ciclo de vida da planta; (d) a atencdo aos
diferentes sistemas produtivos; (e) o ciclo da planta (sazonalidade); e (f) sua adaptacdo
territorial, que deve ser tdo ampla quanto possivel, atendendo as diferentes condicdes

edafoclimaticas (KUCEK, 2004).



Na Tabela 2.4. sao apresentadas algumas caracteristicas de culturas oleaginosas com

potencial de uso para fins energéticos (produtividade, ciclo econdmico e rendimento de 6leo).

Tabela 2.4. Caracteristicas de algumas culturas oleaginosas com potencial de uso energético.

L Origem Conteudo Ci?l? de Meses de Rendimento
Espécie do Oleo de Oleo (%) Ma.)ilm%.l Colheita , (tonelada
Eficiéncia oleo/ha)/ano
(anos)
Palma Améndoa 20,00 8 12 3-6
Abacate Fruto 7-35 7 12 1,3-1,5
Coco Fruto 55-60 7 12 1,3-1,9
Babacgu Améndoa 66 7 12 0,1-0,3
Girassol Grao 38-48 Anual 3 0,5-1,9
Colza/ Canola Grao 40-48 Anual 3 0,5-0,9
Mamona Grao 43-45 Anual 3 0,5-0,9
Amendoin Grao 40-43 Anual 3 0,6-0,8
Soja Grao 17 Anual 3 0,2-0,4
Algodao Grao 15 Anual 3 0,1-0,2

Fonte: MEIRELLES, 2003.

Para o desenvolvimento do presente projeto optou-se pela utilizagdo do dleo de palma,
pois o biodiesel originario de palmaceas apresenta uma qualidade superior aos das demais
oleaginosas, devido ao maior teor de acidos graxos de baixa massa molecular e com alto nivel
de saturacdo (MACEDO; MACEDO, 2004). Além disso, ¢ proveniente de uma cultura de
colheita durante o ano todo, sem entressafras. A cultura ¢ de ciclo de vida longa (25 a 30
anos) e para a variedade tenera ¢ de alta produtividade, 25 t de cachos de frutos por hectare
ano, equivalendo a cerca de 4 a 6 t/6leo.ha.ano. Essa eficiéncia de extracao de 6leo ¢ cerca de
dez vezes superior a obtida da soja, o dobro do coco, quatro vezes maior que o produzido pela
cultura do amendoim. Mesmo a palma sendo caracterizada pela sua produtividade superior a
outras oleaginosas ainda ¢ pouco explorada no pais, devido ao fato de necessitar de
investimentos por varios anos, com retorno em longo prazo, ja que a palmeira inicia sua
producdo somente quatro anos ap6s seu plantio e a produtividade plena, s6 acontece apds oito
anos (TORRES, 2000).

O o6leo de palma pertence ao grupo do acido oleico-linoleico, por apresentar uma
grande quantidade de acidos graxos insaturados, oléico e linoleico (D’AGOSTINI, 2001). O
0leo extraido do coco do dendé€ pode ser obtido da polpa e das améndoas. O 6leo da polpa,

denominado de o6leo de dendé, ¢é o tradicional 6leo da culinaria baiana, de cor vermelha, com



sabor e odor caracteristicos, sendo comercializado internacionalmente com a designagao palm
oil. Seu preco varia na faixa de 300 a 400 dolares/ tonelada. O dleo obtido das améndoas,
denominado de 6leo de palmiste, ¢ comercializado no mercado internacional com pregos
superiores 500 dolares a tonelada (LIMA, 2005).

O ¢6leo de palma ¢ utilizado em muitos produtos consumidos no dia-a-dia como
sabonetes, barras de chocolate, sorvetes, refeicdes prontas congeladas e margarina. Pode
também ser usado para a producdo de biocombustiveis (MAMAT et al.,, 2005).

O fracionamento tira proveito das caracteristicas do 6leo de palma quando da fusdo de
triglicerideos, produzindo oleina de palma e fragdes de estearinas solidas (ABOISSA OLEOS
VEGETALIS, 2006).

Na atividade industrial, o processamento do oOleo de palma comeca com a
esterilizacdo, em que o cacho do dendé€ apds o corte e transporte ¢ cozido a temperatura de
100 °C e baixa pressdao do vapor. Depois de cozido o fruto é separado do cacho com um
debulhador mecanico acionado por um motor de combustdo interno ou elétrico. A polpa
obtida vai para a digestdo, que a finalidade ¢ seu esmagamento sem afetar a semente ou o 6leo
de palma. O produto obtido da digestdo (améndoas e polpa) ¢ submetido a uma prensa
hidraulica para extragdo do o6leo, gerando farelo e fibras como residuos sélidos. Por fim, o
0leo bruto obtido na etapa anterior devera ser processado separando o 6leo de palma da borra.
Esta separacdo ¢ realizada com o aquecimento do 6leo bruto com vapor de baixa pressdo. As
etapas do processamento para obten¢do do d6leo de palma como matéria-prima sao mostradas
na Figura 2.3 (TORRES, 2000).

Para cada 100 toneladas de frutos processados obtém—se em média 30 toneladas de
6leo. Cerca de 20% do dleo ¢ descartado no rejeito do tanque de clarifica¢do (borra) e cerca
de 7% perdido na fibra. Os efluentes ndo sdo toxicos, pois somente a agua ¢ adicionada
durante o processo de extragdo (FREITAS et al., 1998). Sob o ponto de vista do Ministério da
Agricultura, Pecudria e Abastecimento, o plantio racional da palma africana (dendezeiro) para
a utilizacdo do dleo de palma, como combustivel substituto ou componente de 6leo diesel na
Amazonia, ¢ a melhor opc¢ao, quando ndo se tem uma fonte confiavel de oleaginosas nativas,
pelas seguintes razoes:

* Propriedades fisico-quimicas do 6leo similares ao 6leo diesel.

* Alta produtividade e potencial comprovado para produgdo em larga escala.

* Produz o ano inteiro, o que permite menores volumes de estocagem e instalacdes

industriais de menor porte.



* O Brasil, apds 30 anos de pesquisa e plantio, tem tecnologia apropriada para
aumentar a area plantada dessa cultura perene, que produz até¢ 5 toneladas de oleo/

hectare/ano (MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO).
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Figura 2.3. Fluxograma do processamento do 6leo de palma.

2.6. Métodos de modificacio de dleos vegetais para uso como biocombustiveis

Como anteriormente descrito, os problemas criticos da utilizagao dos 6leos vegetais in
natura estdo diretamente relacionados com a sua alta viscosidade, baixa volatilidade e carater
poliinsaturado. Alguns processos sdo investigados com intuito de resolver esses problemas,
entre eles: o craqueamento (conversao quimica causada pela energia térmica em presenca de
nitrogénio), a dilui¢do dos 6leos em diesel fossil, a microemulsificagdo e a transesterificagao
(formagao de ésteres mono-alquilicos, a partir de 6leos e dlcoois) (SRIVASTAVA; PRASAD,
2000).

A pirolise ou decomposi¢do térmica envolve o aquecimento de uma substincia em
temperaturas entre 450-850°C na auséncia de oxigénio. Neste processo, consegue-se provocar
a quebra das moléculas dos triglicerideos em moléculas menores. Muitos estudos foram

realizados com a pir6lise de triglicerideos com o objetivo de obter produtos adequados aos



motores diesel (FUKUDA; KONDO; NODA, 2001). A decomposicdo térmica dos
triglicerideos produz diferentes tipos de compostos, incluindo alcanos, alcenos, alcadienos,
acidos carboxilicos e aromaticos, dependendo da fonte do 6leo vegetal decomposto. Contudo,
apesar dos 6leos vegetais pirolisados possuirem satisfatorias concentracdes de enxofre, dgua,
sedimentos e cobre, s3o inaceitdveis os niveis de cinzas, residuos de carbono e ponto de
ignicdo alcancado. Embora o produto da pirdlise seja quimicamente similar ao diesel
proveniente do petréleo, a remocao do oxigénio durante o processo térmico elimina qualquer
beneficio ambiental do produto (MACEDO; MACEDO, 2004).

A diluicdo de oleos vegetais em diesel fossil foi uma das solugdes estudadas para
resolver o problema da viscosidade dos 6leos vegetais. Apesar de alguns testes fornecerem
resultados satisfatorios, na maioria dos casos a utilizagdo de dilui¢cdes de 6leos vegetais
conduz ao espessamento do 6leo lubrificante do motor. Este espessamento ¢ provocado pela
oxidacdo e polimerizagdo do o6leo vegetal dissolvido no o6leo lubrificante (FUKUDA;
KONDO; NODA, 2001).

As microemulsoes sdo formadas por trés tipos de componentes: 6leo, alcool e um
composto anfifilico. Os compostos anfifilicos sdo selecionados principalmente por sua
capacidade de solubilizar as misturas de 6leo/ alcool, mas sua estrutura também contribui nas
propriedades finais do combustivel formulado. A formulacdo de um combustivel hibrido, tal
como a microemulsdo sdo geralmente mais baratas de se preparar do que o biodiesel, uma vez
que se usa a simples tecnologia de misturar os componentes em temperatura ambiente.
Todavia, apesar das microemulsdes apresentarem boas caracteristicas no que diz respeito aos
padrdes de atomizagdo, verificou-se que em longo prazo provocam a deposi¢ao de carbono no
motor, a combustdo incompleta e o aumento da viscosidade dos Oleos lubrificantes
(KNOTHE et al., 2006).

A transesterificagdo é a mais comum e considerada a melhor rota para a utilizagao dos
Oleos vegetais como alternativa ao diesel fossil, pois confere ao produto (biodiesel)
caracteristicas como viscosidade, indice de cetano muito proximas das do diesel. As Figuras
2.4a e 2.4b demonstram a varia¢do da viscosidade e do ponto de névoa, respectivamente, em
relacdo ao processo de transesterificacdo de alguns oleos vegetais. Como ilustrado, os 6leos
vegetais quando submetidos ao processo transesterificagao sofrem quedas bruscas nos valores
do ponto de névoa e viscosidade, podendo assim o combustivel obtido ser queimado
diretamente em motores diesel sem a necessidade de adaptacio (FUKUDA; KONDO;
NODA, 2001).
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2.7. Reaciao de transesterificacdo para producio de biodiesel

De modo geral, denomina-se transesterificacdo a reagdo em que ocorre a transposi¢cao
de radicais alquilicos entre um triglicerideo e um éster ou um acido ou ainda, um élcool na
presenga de um catalisador (4cidos, basicos ou enzimaticos). Neste ultimo caso, a reacdo ¢é
denominada alcdolise, e ¢ utilizada para produgdo de biodiesel, obtendo-se glicerol como
subproduto (FUKUDA; KONDO; NODA, 2001). Os alcoois que podem ser utilizados sdo o
metanol, etanol, propanol, butanol e pentanol, principalmente pelo custo e suas propriedades
fisico-quimicas (menor cadeia carbonica) (MACEDO; MACEDO, 2004).

A reacdo de transesterificagdo com alcool pode ser representada pela equagao geral
ilustrada na Figura 2.5 (a). Para que ocorra a reagdo ¢ importante monitorar as trés etapas
consecutivas e a reversibilidade da reacdo, como mostrado na Figura 2.5(b) (FUKUDA;
KONDO; NODA, 2001). Na primeira etapa ocorre a conversdao do triglicerideo para
diglicerideos, seguido pela conversao do diglicerideos para monoglicerideo, e do
monoglicerideo para glicerol, fornecendo uma molécula de éster de cada glicerideo a cada
etapa (FREEDMAN; BUTTERFIELD; PRYDE, 1986; NOUREDDINI; ZHU, 1997). Alguns
parametros que se deve levar em conta em uma reagdo de transesterificacdo, sdo: o efeito da

razao molar, temperatura e tempo de reagao e o tipo de catalisador. Para a realizacao da



transesterificagcdo, ¢ necessario utilizar um excesso de alcool a fim de aumentar a eficiéncia
do processo, excesso esse que pode ser recuperado posteriormente. Nessa etapa se formam
duas fases: a glicerina e o biodiesel. Apds a separagdo entre as fases, o biodiesel deve ser
purificado antes de sua utilizagdo em motores. A glicerina pode ser recuperada e aumenta a

lucratividade desse processo, pois tem um alto valor agregado (PARENTE, 2003).
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Figura 2.5. Transesterifica¢do de triglicerideos com alcool. (a) Equacdo geral; (b) Trés
reagOes consecutivas e reversiveis. R1, R2, R3 e R’, representam os grupos alquila.

Com relacdo a estequiometria da reagdo, a razdo molar entre triglicerideos e alcool é
de 3:1; no entanto, um excesso de alcool geralmente de 6:1 se faz necessario para elevar o
rendimento de conversdo de triglicerideos em éster, bem como melhorar a eficiéncia da etapa
de separacdo entre biodiesel e glicerol (MACEDO; MACEDO, 2004).

O processo de producao de biodiesel por transesterificacdo, partindo de uma matéria-
prima graxa qualquer, envolve as etapas operacionais mostradas na Figura 2.6 e a seguir

comentadas (PARENTE 2003).
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Figura 2.6. Fluxograma do processo de produgdo de biodiesel

Preparacado da matéria prima

E necessario que a matéria prima tenha o minimo de umidade e de acidez, o que é
possivel submetendo-a a um processo de neutralizacdo, por meio de uma lavagem com
solugdo alcalina de hidroxido de sédio ou de potassio, seguida de uma operagdo de secagem
ou desumidificacdo. A especificidade do tratamento depende da natureza e condig¢des da

matéria graxa empregada como matéria-prima.
Reacdo de transesterificagcdo

A reacdo de transesterificagdo ¢ a etapa da conversdo, propriamente dita, do 6leo ou
gordura na presenca de catalisador, em ésteres metilicos ou etilicos, de acidos graxos, que
constitui o biodiesel. Na reacdo de transesterificagdo podem ser usados catalisadores
alcalinos, basicos ou enzimaticos. Porém, atualmente no processo industrial para producao de
biodiesel, sdo utilizados catalisadores alcalinos comumente o hidroxido de potassio e sodio,

devido ao maior rendimento em ésteres em menor tempo de reacdo. A maior parte do



biodiesel atualmente produzido no mundo ¢ derivado 6leo de soja, utilizando metanol, todos
os Oleos vegetais, enquadrados na categoria de oleos fixos ou triglicerideos, ¢ o etanol
também podem ser transformados em biodiesel (FERRARI; OLIVEIRA; SCABIO, 2004).
Todavia, este processo apresenta alguns problemas, como reagao de saponificacdo ocasionada
pela presencga de dgua na matéria prima e acidos graxos livres. A catalise acida, apesar de ser
mais lenta que a alcalina foi mais efetiva utilizando-se 6leos com maior teor de acidos graxos
livres e dgua, como demonstrado em estudos realizados por Freedman, Butterfield e Pryde
(1984). No entanto, esta via possui o inconveniente de promover a corrosdo de equipamentos
pelos catalisadores utilizados. Neste sentido a catdlise enzimatica aparece como promissora

para minimizar os problemas das vias anteriores.
Separacdo de fases

Apoés a reagdo de transesterificagdo, a massa reacional final ¢ constituida de duas
fases, separaveis por decantacdo e/ou por centrifugacdo. A fase mais pesada ¢ composta de
glicerina bruta, impregnada dos excessos utilizados de alcool, de agua, e de impurezas
inerentes a matéria-prima. A fase menos densa ¢ constituida de uma mistura de ésteres,
conforme a natureza do alcool originalmente adotado, também impregnado de excessos

reacionais de alcool e de impurezas.

Recuperagdo do alcool da glicerina

A fase pesada, contendo dgua e alcool, ¢ submetida a um processo de evaporacao,
eliminando-se da glicerina bruta esses constituintes volateis, cujos vapores sdo liquefeitos

num condensador apropriado.

Desidratacao do dlcool

O excesso residual de alcool, apos os processos de recuperacdo, contém quantidades
significativas de agua, necessitando de uma separagdo. A desidratacdo do alcool ¢ feita

normalmente por destilagdo.
2.8. Transesterificacio enzimatica

O processo de transesterificagdo enzimatica consiste no processo de modificagdo
lipidica realizado pelas lipases, enzimas derivadas predominantemente de bactérias, leveduras
e fungos. O processo, se otimizado, oferece inumeras vantagens ao processo quimico, pois

permite maior controle sobre a distribuicao posicional dos acidos graxos no produto final,



devido a seletividade e regioespecificidade das lipases (KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER,
1998; De CASTRO et al., 2004).

As lipases sdo conhecidas por terem a propensdo a atuar mais efetivamente em
moléculas de cadeia carbonica longa do que de cadeia carbdnica curta (KAZLAUSKAS;
BORNSCHEUER, 1998). Assim, de modo geral, a eficiéncia da transesterificagio dos
triglicerideos com metanol parece ser muito menos favorecida do que com etanol, tanto em
sistemas com ou sem solventes organicos (MACEDO; MACEDQO, 2004).

A transesterificacdo enzimadtica tem a vantagem de permitir maior controle sobre a
distribuicdo posicional dos acidos graxos no produto final, devido a seletividade e
regioespecificidade das lipases. A tecnologia da interesterificacdo enzimatica ¢ uma realidade
comercial, sendo utilizada na Holanda para valorizacdo de oOleos de baixo custo (De
CASTRO et al., 2004). As aplicagdes atuais sdo reservadas a produtos de alto valor agregado,
mas o desenvolvimento de processos mais econdmicos tornard possivel o emprego em
produtos de maior consumo. Além disso, vem sendo muito utilizada em pesquisas cientificas,
para explorar as relagdes entre estrutura e funcdo de triacilglicerdis, levando ao
desenvolvimento de novos produtos (De CASTRO et al., 2004).

Entretanto, as dificuldades associadas ao controle do processo e ao aumento de escala,
bem como ao elevado custo das lipases, tém reduzido a aplicacdo industrial desses
catalisadores para modificacdo de dleos e gorduras. Todavia o procedimento de imobiliza¢ao
da lipase, possibilitando uma posterior reutilizagdo do biocatalisador pode tornar o processo
viavel sob os pontos de vista comercial e econdmico (VILLENEUVE et al., 2000).

Embora a transesterificagdo por catélise alcalina, resulte em altas taxas de conversao
de triglicerideos em seus respectivos ésteres, existem alguns inconvenientes que devem ser
considerados: elevados gastos energéticos; recuperacdo do glicerol dificil e demorada;
necessidade de remogao do catalisador; requer o tratamento da agua alcalina residual; requer
o emprego de substratos e reagentes com baixa concentracao de agua e acidos graxos livres.

Uma comparagdo das caracteristicas do substrato e dos produtos obtidos na catalise
quimica (vias alcalina e 4cida ) e enzimatica ¢ apresentada na Tabela 2.5. Em particular, deve
ser observado que o subproduto glicerol pode ser facilmente recuperado, sem processos
complexos, ¢ os acidos graxos livres nos 6leos também sdo convertidos em seus ésteres
correspondentes. Por outro lado, o custo das lipases € significativamente maior que dos

catalisadores quimicos.



Tabela 2.5. Dados levantados em relagdo as caracteristicas da transesterificacdo quimica e
enzimatica.

Caracteristicas do Via Quimic’a Yia, . Referénci
processo Alcalina Acida Enzimatica eferéncias
Catalisador NaOH, Ho50,, Lipases ~ MARCHETTI, 2007;
utilizado KOH H,PO, ’ ’

MEHER, 2006.
Tempo de reacio (p/ . PINTO et al, 2005;
conversio de 99%) 3min-4h 3-50h 3,5-144h R10STE, 2004
o .
7o de catalisadorno ¢ 1o/ (5350, 430%  PINTOetal, 2005

meio reacional

Neutralizacdo Neutralizacao
Filtragdo / Filtracdo /
Centrifugacao Centrifugagio

Purificacao do
produto

Filtragdo/  MARCHETTI, 2007,
Centrifugacdo MEHER, 2006

Temperatura de PINTO et al, 2005;

40-70 °C 55-120°C 30-40 °C

reaciao MARCHETTI, 2007
- . ghcqma, b licer MARCHETTIL, 2007
ub-produtos sais e glicerina gHCCTNA — \IEHER, 2006
sabdes
Reg;‘tl;‘l{r;ﬁ‘;’rd" Nio Nio 95%  MARCHETTI, 2007
i MEHER, 2006

Verifica-se na Tabela 2.5 que a via enzimatica substitui os agressivos produtos usados
como catalisadores na via quimica, propicia a reciclagem do catalisador, evita contaminagao
do biodiesel facilitando assim o processo de purificacdo e ainda torna mais brandas as
condi¢des de trabalho. Neste sentido, diversos estudos tém sido reportados em artigos e
patentes, o aspecto comum destes consiste na otimizagdo das condigdes de reagdo (solvente,
temperatura, pH, enzima, entre outros), visando estabelecer as caracteristicas operacionais
para aplicacdes industriais. A Figura 2.7 ilustra a comparagdo entre o processo industrial

quimico e uma proposta industrial com o uso da lipase.



Via quimica

Catalisador alcalino + etanol

A

6leo

A4

Transesterificagdo

Via enzimatica

Lipase + etanol

A

» Separacado da
mistura reacional

.

Lipase recuperada

._._F_._

6leo

A4

Transesterificagcdo—>|

Recuperacéo
do catalisador

rm——- -
etanol o - . 1
1| Agua residual | -
: 1
T s
| Fase i lavagem N Ester_elzs de
/!, Superior | etila
| Evaporacdo |
i doetanol !
| ]
~a i - |Neutralizagéo Gliceri
Fase : 1 icerina
‘| Inferior |7 . da —>| c/presenca
i ; j__glicerina |1 de sais
etanol
y
|
Separacéo da | Fase _ | Esteresde
mistura bifasica| :|_Superior | etila
i Evaporagio
i doetanol !
. Glicerina
! Fas_e _i_y| s/apresenca
Inferior i de sais

Figura 2.7. Comparagdo da producdo de biodiesel usando-se catalisador alcalino e lipases.

2.9. Lipases

As lipases (glicerol éster hidrolases E.C.3.1.1.3) fazem parte de um grupo de enzimas

hidroliticas, com cerca de 300 residuos de aminoacidos, que catalisam a quebra e ligacdes

¢ésteres de acil glicerois. Elas ndo requerem cofatores, sdo regioespecificas, atuam em uma

larga faixa de pH (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

Além da hidrolise, as lipases também sdo capazes de catalisar reagdes reversas, Como

esterificacdo, transesterificacdo (interesterificagcdo, alcoolises e aciddlises), aminolise (sintese

de amidas) e lactonizacdo, sendo a quantidade de agua do meio reacional um dos fatores

determinantes para cada tipo de reagdo (Figura 2.8) (PAQUES; MACEDO, 2005).
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Figura 2.8. Reacdes catalisadas por lipases.

As lipases encontram-se largamente distribuidas na natureza em animais, vegetais e
microrganismos (SHAHANI, 1975). De origem animal, podem ser citadas as lipases lacteas e
lipase pancreatica (PAQUES; MACEDO, 2005). As de origem vegetal sdo extraidas da soja,
do centeio e do algoddo. As lipases provenientes de microorganismos sdo as mais utilizadas
industrialmente porque além de apresentarem procedimentos mais simples de isolamento a
partir do caldo fermentativo sdo, geralmente, mais estdveis e com propriedades bem mais
diversificadas que as lipases de outras fontes. Sdo em sua maioria extracelulares, favorecendo
sua extragdo, isolamento e purificagio (BROCKMAN, 1984). As lipases microbianas podem
ser produzidas por leveduras dos géneros Candida ¢ Torulopsis (BENZONAN; ESPOSITO,
1971), por fungos filamentosos Rhizopus, Geotrichum (IWAI;, OKUMURA; TSUJISAKA,
1975) e Humicola (IBRAIM; HAYASHI; NAGAIL 1987) e por bactérias do género
Pseudomonas (SUGIURA et al., 1977) e Staphylococcus (ALFORD; SUGGS; PIERCE,
1964). Entre as lipases disponiveis comercialmente, selecionou-se para o desenvolvimento do
presente trabalho, preparagdes indicadas na literatura para modificagdo de 6leos e gorduras,

incluindo lipase pancredtica (pancreas de porco) e lipases microbianas (Rhizomucor miehei



(LRM), Candida antarctica (CAL B), Pseudomonas sp. (LPC); Thermomyces lanuginosus
(Lipolase), Pseudomonas fluorescens (AK) e Burkolderia cepacia (PS). Algumas

caracteristicas dessas lipases sdo a seguir descritas.
Lipase de Pancreas de Porco (LPP)

Lipases pancredticas tém massa molar de 50 kDa e sdo normalmente isoladas de
pancreas ou biles de animais. Por esse motivo, de todas as lipases usadas para sintese, a LPP ¢
a menos pura. A lipase pancredtica fornecida pela Sigma contém cerca de 8-20% de proteina
(KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998). Preparacdes brutas de lipases pancreaticas
contém um numero significante de outras hidrolases (impurezas), além da “verdadeira LPP”.
LPP esta disponibilizada a um alto custo numa forma semi-purificada e a preparagdo mais
usada para biotransformacdes ¢ denominada de “pancreatina” que contém menos do que 5%
de proteina. As principais hidrolases contaminantes sdo: o-quimotripsina, carboxipeptidase B,
proteases, fosfolipases e colesterol esterases. Entre as hidrolases contaminantes, apenas a o.-
quimotripsina e a colesterol esterase sdo consideradas como inibidores potenciais da reacdo de
hidrolise de ésteres (FABER, 1997). Entretanto, essas limitacdes podem ser superadas pela
adicdo de diversas substancias, entre as quais podem ser citados ions calcio e sodio

(VERGER, 1997).

Lipase de Candida antarctica (CAL B)

Cal B tem massa molecular de 33 kDa e cerca de 16-51% de proteina, é produzida por
fermentagdo submersa de um microorganismo geneticamente modificado (Aspergillus
oryzae). Cal B apresenta pouca ou nenhuma ativagao interfacial e catalisa muito lentamente a
hidrélise de triglicerideos de cadeia longa. Por esta razdo, ¢ classificada por alguns autores
como uma esterase. Demonstra elevada atividade e alta enantiosseletividade para uma extensa
variedade de alcoois. Esta enantiosseletividade ¢ baixa para acidos carboxilicos

(KAZLAUSKAS; BORNSCHEUER, 1998).
Lipase de Thermomyces lanuginosus (Lipolase)

Lipolase ¢ uma lipase de Thermomyces lanuginosus também produzida por
fermentagdo submersa de um microorganismo geneticamente modificado (Aspergillus
oryzae), comercializada pela Novozymes. Devido a sua elevada estabilidade em pH alcalino ¢

mais utilizada na formulagdo de detergentes, entretanto, alguns trabalhos tém relatado sua



aplicabilidade na sintese de biodiesel e ésteres (COSTA NETO, 2002; SHINTRE; GHADGE;
SAWANT, 2002).

Lipase de Pseudomonas fluorescens (AK)

Lipase AK “AMANO” 20 ¢ uma prepara¢do enzimatica produzida por um unico
processo de fermentacdo de uma linhagem selecionada de Pseudomonas fluorescencens.
Como a maioria das lipases microbianas, as preparagdes comerciais disponiveis destas lipases
possuem preferéncia estereoquimica para hidrdlise de ésteres de alcoois secundarios.
(FABER, 1997). A lipase AK “AMANO” 20 tem uma elevada atividade lipolitica e
estabilidade térmica (AMANO ENZYME, 2006).

Lipase de Burkholderia cepacia (PS)

Lipase PS ¢ uma nova preparagdo enzimatica lipolitica desenvolvida pela AMANO
ENZYME INC, contém cerca de 1-25% de proteina, tdo bem quanto, diatomaceas, dextrinas e
CaCl,. Esta enzima ¢ manufaturada por uma cultura submersa de uma linhagem selecionada
proveniente de Burkholderia cepacia. A enzima ¢ purificada com etanol e possui uma

elevada atividade lipolitica (AMANO ENZYME, 2006).
Lipase de Penicillium camembertii (G)

Lipase G ¢ uma preparacdo enzimatica lipolitica desenvolvida pela Amano Enzyme
Inc, e ¢ manufaturada por uma cultura submersa de uma linhagem selecionada proveniente de
Penicillium camembertii. O fato desta lipase hidrolisar mono e diglicerol, produzindo glicerol
e acidos graxos, mas ndo triglicerideos, melhora a qualidade de alguns o6leos, que por
apresentarem elevados niveis de mono e diglicerideos sofrem reducdo em sua qualidade

reduzida. Esta enzima possui alta atividade de esterificagdo (AMANO ENZYME, 2006).
2.10. Imobilizacao de lipases

O adequado uso de técnicas e suportes de imobilizacao ¢ fundamental para a utilizacio
plena das vantagens de biocatalisadores em processos, incluindo a facilidade de recuperacao,
reutiliza¢do da enzima e a melhoria das propriedades desejaveis como estabilidade frente as
condicdes reacionais e seletividade relativa a substratos ndo naturais (VILLENEUVE et al.,
2000; DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Em funcdo dessas vantagens, o

uso de enzimas imobilizadas em bioprocessos tem sido pesquisado ao longo das ultimas



décadas (BALCAO; PAIVA; MALCATA, 1996; VILLENEUVE et al., 2000; ZANIN;
MORAES, 2004), com especial destaque para as lipases (triacil glicerol hidrolases,
E.C.3.1.1.3) que sdo excelentes biocatalisadores em estdgios intermediarios de processos
quimicos convencionais € na catalise de reagdes quimicas que envolvam substratos insoluveis
em meio aquoso (GOMES et al, 2006). Além disso, as suas caracteristicas de quimio, régio
e/ou de estercosseletividade, tornam esta classe de enzima a mais utilizada na sintese em
quimica organica (FABER, 1997).

Apesar da existéncia de inimeros suportes comerciais, a utilizacdo de lipases
imobilizadas em processos tem exigido a elaboracdo de matrizes especificas para essa
finalidade, que resultem em preparados imobilizados com elevadas atividades e caracteristicas
hidrodindmicas adequadas ao uso em reatores (BALCAO; PAIVA; MALCATA, 1996;
ZANIN; MORAES, 2004).

As mais recentes tecnologias requerem materiais com combinagdo de propriedades
que ndo sao encontradas nos materiais convencionais. Materiais hibridos organico-inorganico
sdo preparados pela combinacdo de componentes orginicos e inorganicos € constituem uma
alternativa para a producdo de novos materiais multifuncionais, com uma larga faixa de
aplicagdes (GILL; BALLESTEROS, 1998). Independentemente da estratégia utilizada para
preparar uma matriz hibrida o processo sol-gel ¢, indiscutivelmente, o mais empregado
(GILL; BALLESTEROS, 1998). O processo sol-gel envolve diversas variaveis, como tempo
e temperatura da reagdo, natureza do catalisador, concentracdo de reagentes, entre outros
(REETZ et al., 1998; KEELING-TUCKER et al., 2000). Estas varidveis determinam as
caracteristicas finais dos materiais, incluindo a porcentagem de hidrdlise e condensacao de
grupos reativos, densidade de reticulacdo e homogeneidade do produto. Além disso, aditivos
quimicos podem ser usados para melhorar o processo e obter materiais com melhores
propriedades o que possibilita modificagdes nas propriedades mecanicas, controle de
porosidade e ajuste no balanco hidrofilico/ hidrofébico (REETZ et al., 1998).

Materiais sol-gel t€ém sido empregados como suporte para a imobilizacdo de enzimas
tanto por encapsulagdo (REETZ et al., 1998; KEELING-TUCKER et al., 2000) como por
ligacdo covalente (BRUNO et al., 2004; FREITAS, 2006).

A reagdo quimica envolvida num processo sol-gel convencional, baseado em
derivados alcoxidos, ¢ mostrada abaixo. A etapa (1) corresponde a hidrolise, enquanto a (2)

corresponde 4 policondensag¢do do silano.

Si(OEt); = n (EtO),Si(OH),, = (SiOy),
(1) @)



Recentemente foi testada com sucesso uma matriz hibrida constituida de
polissiloxano-alcool polivinilico (POS-PVA) para imobilizacao de diferentes fontes de lipase:
Mucor miehei (BRUNO et al., 2004), pancreatica (PAULA et al., 2007) e Candida antarctica
(FREITAS, 2006). Essa matriz combina os atributos fisico-quimicos de materiais inorganicos
e organicos, permitindo a manipulagdo da hidrofilicidade e hidrofobicidade, condutividade
elétrica, carga ionica, porosidade e propriedades mecanicas em geral (LIMA BARROS et al.
(2002) bem como elevada atividade e estabilidade. A estrutura geral do suporte hibrido POS-
PVA ¢ ilustrada na Figura 2.9.

Em func¢do desses resultados promissores, selecionou-se este suporte para
imobilizagdo das preparacdes de lipase a serem testadas no presente trabalho. E importante
destacar que na maioria dos trabalhos acima descritos foi utilizada a técnica de imobilizacao
por ligagdo covalente empregando a matriz POS-PV A previamente ativada com glutaraldeido.
Entretanto, sabe-se que o uso de diferentes agentes de ativacdo pode resultar em maior
estabilidade do biocatalisador. Os agentes de ativacdo sdo compostos alteram a afinidade da
enzima pelo suporte, modificando assim as caracteristicas do derivado imobilizado obtido
(PEREZ et al., 2007). Quando convenientemente escolhidos e empregados, resultam em
sistemas mais estaveis frente as condi¢des reacionais e operacionais. Desta forma, no presente
trabalho foi também avaliada a influéncia do uso de diferentes reagentes quimicos,
particularmente glutaraldeido e epicloridrina, na ativacdo da matriz hibrida polissiloxano-
alcool polivinilico com relagdo a seu emprego como suporte de imobilizagdo da lipase mais

efetiva para sintese de biodiesel.
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Figura 2.9. Estrutura da matriz polissiloxano-alcool polivinilico (POS-PVA).



2.11. Exemplos de transesterificacio enzimatica de oleos e gorduras visando a sintese de
biodiesel

A Tabela 2.6 relaciona alguns processos de obtengdo de biodiesel por catalise
enzimatica, na qual pode ser verificado que o processo ¢ dependente de diversas variaveis,
incluindo: sistema reacional (tipo de 6leo e alcool), preparacdo enzimatica, tipo de suporte de
imobilizacdo, entre outras.

Entre os trabalhos pesquisados, verifica-se uma tendéncia ao uso dos 6leos de soja ou
palma, de preparagdes de lipases imobilizadas disponiveis comercialmente (Lipozyme e/ou
Novozym 435) e o metanol como doador do grupo acila. Devido a elevada polaridade desse
alcool (ISO et al., 2001) as reagdes sdo efetuadas em meio contendo solvente organico, com
cloroférmio, 1-4-dioxano e benzeno em proporcdes geralmente elevada da ordem de 50- 90%
em relagdo a massa total de reagentes envolvidos. Para emprego de outros alcoois (etanol,
propanol e butanol) ndo ¢ necesséria 4 adi¢do de solventes organicos no meio reacional, o que
viabiliza o processo de obtengdo de biodiesel com redugdo de custos como solvente
(normalmente toxicos, alta inflamabilidade e alto custo) e etapas de destilagdo, o que reduz o
consumo de energia (ISO et al, 2001). Nos trabalhos desenvolvidos no Brasil,
preferencialmente tem sido usado etanol como doador do grupo acila, por ser proveniente de
biomassa tornando o processo totalmente independente do petrdleo.

Nelson, Foglia e Marmer (1996), foram os pioneiros no estudo da transesterificacdo
enzimatica de triglicerideos com o objetivo de produzir biodiesel. Esses autores investigaram
a reacdo de transesterificacdo de alguns 6leos vegetais e sebo bovino, utilizando élcoois
primarios, secundarios e diversas lipases. Os melhores resultados foram obtidos na alcoodlise
do sebo com metanol ou etanol com a lipase de Mucor miehei. Os rendimentos obtidos com
etanol hidratado foram superiores ao do anidro. Utilizando-se 4lcoois secundarios, a lipase de
Candida antartica foi a mais eficiente nesse estudo.

A alcoolise de 6leo de girassol, na presenca ou auséncia de solvente (éter de petroleo)
foi investigada por Mittelbach (1990), utilizando trés lipases obtidas de diferentes fontes. Os
melhores rendimentos foram obtidos com a lipase de Pseudomonas sp. e etanol hidratado. Por
outro lado, na auséncia de solvente, o rendimento foi menor e o tempo de reagdo maior.

A otimizagdo da reag¢do de transesterificacdo de dleo de soja e colza com metanol,
utilizando-se lipase de Candida antarctica imobilizada em ceramica, foi estudada por
Shimada et al. (1999). Nessa reacdo, necessita-se de trés equivalentes de metanol para um de
6leo; foi observado que o equivalente molar de metanol, superior a 1,5, provocou a inativagao

da enzima. Portanto, a reagdo foi conduzida com a adi¢do do alcool em etapas. Na primeira, a



reacdo foi conduzida com um equivalente de MeOH, por 10 h. Apos a conversao de 95% do
metanol colocado inicialmente, foi acrescentado mais um equivalente por um periodo de 14 h.
O terceiro equivalente foi finalmente adicionado e a rea¢@o continuou por mais 24 h, obtendo-
se rendimento total de ésteres de 98,4%. A estabilidade da lipase usada nas trés etapas da
metanolise foi verificada pela repeticdo de sua aplicagdo em novos substratos, que em

cinqiienta ciclos de reutilizagdo apresentou rendimentos superiores a 95%.

Tabela 2.6. Transesterificacdo enzimatica de dleos vegetais com alcoois para a sintese de
biodiesel empregando diferentes tipos de lipases.

7 . 1 Conversao Referéncia
Oleo Lipases Alcool Solvente (%) Bibliogrsfica
algodao Novozym 435 metanol Isento 91,5 KOSE et al., 2002.
alma Candida metanol n-hexano 78-84 LARA; PARK,
p cylindracea butanol 96 2004.
girassol Lipozyme IM20 etanol Isento 83 ?g;éMI; THOMAS,
n-hexano 20
Pseudomonas Ster de SOUMANOU;
girassol fluorescens e metanol etroleo 80 BORNSCHEUER,
Lipozyme IM20 P 2003.
Isento 20
soja
degomado  Candida rugosa metanol  cloroférmio 93,8 %‘3; ANABE etal,
pancreas de
babacu porco butanol Isento 95 URIOSTE, 2004
imobilizada
alma Léﬁgfzarzi; butanol Isento 24,30 SILVA; VIEIRA;
P paneres 50,81  CASTRO, 2005
imobilizada
BREIVIK;
eixe Candida etanol Isento 83 HARALDSSON;
P antarctica KRISTINSSON,
1997.
irassol Pseudomonas metanol Isento 3 MITTELBACH,
£ fluorescens etanol 82 1990.

Um novo enfoque para reduzir o efeito negativo do metanol na atividade da enzima foi
estudado por Du et al. (2004). Esses autores avaliaram a substituicdo do metanol por acetato

de metila como doador do grupo acila e obtiveram rendimentos superiores a 92% em ésteres



metilicos, numa razao molar de acetato: 6leo de 12:1. A principal vantagem desse processo
foi a eliminagdo da formagao do glicerol como subproduto.

No estudo efetuado por Wu et al. (1999) foi empregada a metodologia de superficie de
resposta para otimizar parametros da reagdo de transesterificagdo de banha usada em
restaurantes com etanol hidratado, utilizando as lipases de P. cepacia e C. antarctica. O
rendimento mais elevado (96%) foi obtido nas reacdes catalisadas simultaneamente pelas

duas lipases.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Materiais

3.1.1. Enzimas

Os experimentos foram realizados com preparacdes comerciais de lipases de células
microbianas como: Thermomyces lanuginosus (Lipolase) e Candida antarctica B (CALB L)
gentilmente doadas pela Novozymes (Araucaria, Parand), Pseudomonas fluorescens (Lipase
AK), Burkholderia cepacia (Lipase PS) e Penicillium camembertii (Lipase G) manufaturadas
pela Amano (Japdo) e lipase de células animais (pancreas de porco, Tipo II) adquirida da

Sigma.

3.1.2. Materiais de partida

Como materiais de partida foram utilizados: etanol anidro (98%, Vetec) e amostras de

6leo de palma refinado fornecidas gentilmente pela AGROPALMA (Par4, Brasil).

3.1.3. Suporte de imobilizacio

Como suporte foi utilizada uma matriz hibrida constituida de polissiloxano alcool
polivinilico (POS-PVA) preparada pela técnica sol-gel, empregando como precursor

tetraetilortossilicato (TEOS) adquirido da Aldrich (EUA).

3.1.4. Outros Reagentes

Outros reagentes utilizados foram: solventes (acetona - Synth, etanol — Nuclear,
hexano — Quimex), peneira molecular 0,32 cm didmetro (Silicato de sodio e aluminio) tipo 13
X-BHD Chemicals; hidroxido de potassio (Merck), indicador é&cido-base (fenolftaleina -
Colleman), 4lcool polivinilico (MM 72.000, Reagen), HCI (minimo 36%, Isofar),
glutaraldeido 25% (Nuclear), epicloridrina (Sigma), polietilenoglicol (MM 1500, Synth),
tetraetilortossilicato (Sigma — Aldrich), goma ardbica em pd pura (Sinthy) e 6leo de oliva
comercial baixo teor de acidez (Carbonell). Padrdes cromatograficos sintetizados por via

quimica de acordo com metodologia previamente estabelecida por URIOSTE (2004).



3.2. Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo apresentados na

Tabela 3.1.

Tabela 3.1. Tipo de analise e equipamentos utilizados nos ensaios

Tipo de analise e/ou Equipamento Modelo/ fabricante
ensaio
Medidas de pH Potenciometro Modelo TEC2, Tecnal

Dosagem de monoésteres
Pesagem de materiais
Agitagdo de reacdes

Purificagdo do produto
Medidas de viscosidade

Analise de microestruturas

Andlise qualitativa

Analise de raio-X
Estabilidade térmica

Analise elementar de
superficie
Atividade hidrolitica

Teor de umidade

Cromatografo a gas
Balanga analitica

Placa de agitacdo magnética e
temperatura controlada
Rota evaporador

Viscosimetro

Microscopio de varredura

Espectrometro no infravermelho

Difratdmetro
Analisador térmico

Sistema EDS

Bureta digital (50mL)
Balanga analitica
Karl Fischer

Modelo GC-3800,Varian
Modelo AY220, Shimadzu
Modelo 752A, Fisatom

Modelo 801, Fisatom

Modelo LVDVIIICP-CP
520, Brookfield
Modelo 1450 VP, LEO

Spectrun One, Perkin
Elmer
Tipo XRD6000, Shimadzu

Modelo SDT 2960-Q10,
TA Instruments

Oxford Inca Energy, LEO
Electron Microscopy Ltd
Hirshmann Techcolor

ID 50, Marte
Mettler DL18, Titrator

3.3. Metodologia Experimental

3.3.1. Sintese do Suporte

O composto hibrido de polissiloxano-alcool polivinilico foi inicialmente sintetizado
conforme metodologia descrita por Bruno et al. (2005), pela mistura de 5 mL de
tetraetilortosilicato (TEOS), SmL de etanol e 6mL de uma solugdo de alcool polivinilico
(PVA) 2% (m/v). Essa mistura foi aquecida a 60° C, sob agitacdo, com adicdo de duas a trés
gotas de HCI concentrado e a agitacdo foi mantida nesta temperatura por mais 40 min. A
mistura foi vertida em moldes de silicone e mantida a temperatura ambiente por 48h

(aproximadamente) para completa solidificagdo (formagdo da rede interpenetrada de



polissiloxano-alcool polivinilico — POS-PVA). O composto foi entdo triturado até a obtencao
de particulas que passam por uma peneira (série Tyler de peneiras padroes) de 80 MESH,

correspondendo a particulas com didmetro menor que 0,175 mm.
3.3.2. Ativac¢ao do suporte

O suporte foi embebido em solucao tampao fosfato de sédio (0,1 M, pH 7,5) contendo
2,5% (v/v) do agente de ativacgdo (glutaraldeido ou epicloridrina) na proporcao solido: liquido
de 1:10, sendo mantido sob agitacdo magnética branda (50 rpm) por 1 h. Apos este periodo, o
suporte foi lavado exaustivamente com agua destilada e solugdo tampao fosfato de sodio

(0,1M, pH 8,0) e em seguida levado a secagem em estufa (60 °C/ 24 h).
3.3.3. Imobilizacio das lipases

O suporte ativado foi embebido em hexano numa rela¢do solido: liquido de 1:10 e
mantido sob agitacdo branda por 2 h. Apos este periodo, para cada grama de suporte ativado
(matéria seca), foram adicionados 250 mg das preparagdes de lipase na forma livre e 100 pL
de solugao aquosa contendo 5 mg/mL de polietilenoglicol (PEG-1500). O sistema foi mantido
sob agitagdo até a completa evaporagao do hexano. Na Figura 3.1 ¢ mostrado o esquema do

procedimento de imobilizagao.

TEOS +
Etanol +
PVA (2%)

Adicéo de HCI, aguecimento (60 °C) sob agitagao:
40 minutos

Ativacdo com glutaraldeido/
epicloridrina

[ Lipase Imobilizada ]

Figura 3.1. Esquema do procedimento de imobilizacdo das lipases em matriz hibrida POS-
PVA.



A atividade hidrolitica do derivado imobilizado foi determinada pelo método de
hidrolise do azeite de oliva (SOARES et al, 1999). O rendimento de imobilizagdo (n%) foi

calculado pela equagao 3.1:

n(%):ﬂ—sxloo (3.1)

0

em que: Uy =unidades de atividade oferecidas para imobiliza¢do; Us= unidades de atividade

enzimatica total presente no suporte (atividade x massa seca).
3.3.4. Sintese de biodiesel

3.3.4.1. Selegdo da preparagdo enzimdtica

Nesta série de experimentos, as reacdes de sintese do biodiesel foram realizados em
baldes de vidro (25 mL) hermeticamente fechados, utilizando-se agitacdo magnética. Os
meios reacionais continham misturas de 6leo de palma e etanol numa razao molar fixa de
1:18, incubados com as diversas preparacdes de lipase imobilizada numa propor¢do fixa de
20% (m/m) em relacdo a massa total de reagentes. Todos os experimentos foram realizados
numa temperatura de 40° C, sob agitacdo constante de 150 rpm, por um periodo maximo de
96 h. As reacdes foram monitoradas pela retirada de aliquotas em intervalos de 24 h para
dosagem dos ésteres etilicos formados.

O rendimento (R) das reacdes de sintese de biodiesel foi definido como o valor que
expressa a massa total obtida de ésteres de etila (M;) em relagdo a massa tedrica esperada de
¢ésteres de etila (M.). M, foi determinada a partir da massa de acidos graxos presente na massa
inicial do o6leo de palma (M), da massa molecular correspondente a cada acido (MM,) e do
éster correspondente (MM,). Este célculo ¢ representado pela Equacdo 3.2.a, em que My
corresponde ao produto da concentracdo massica de cada acido graxo (C,), com a massa
inicial de o6leo utilizada (Mi) (Equagdo 3.2b). O rendimento foi calculado utilizando a massa
total de ésteres obtida pela andlise por cromatografia gasosa (Mt) pela massa tedrica de
¢ésteres de etila (Me), conforme mostrado na Equagdo 3.2.c. Uma exemplificacdo desses
calculos para os valores de acidos graxos e ésteres de etila, partindo de uma massa inicial de

0leo de palma igual a 6 gramas ¢ demonstrada no Apéndice 1.

_(MoMMe) -, Mo =CaMi (b) © R=M 100

Me
MMa Me (3.2)



3.3.4.2. Estabelecimento das condigoes experimentais empregando a lipase selecionada

Apos a selecdo do biocatalisador mais efetivo, foram efetuados testes adicionais
visando verificar a influéncia de algumas varidveis no rendimento global de
transesterificacdo. Inicialmente, verificou-se a influéncia do agente de ativacdo na obtengao
do sistema imobilizado, testando-se epicloridrina em substitui¢do ao glutaraldeido. O
derivado imobilizado resultante foi avaliado na sintese de biodiesel sob diferentes condi¢des
experimentais, incluindo variagdo da temperatura de incubacao (40 e 58° C) e razdo molar
entre os materiais de partida (1:18 e 1:9).

Esses ensaios foram realizados em baldes de vidro (25 mL) hermeticamente fechados,
com agitacdo magnética por um periodo maximo de 72 h. Nesta série de experimentos foi

ainda testada a habilidade de sintese da lipase selecionada na sua forma livre.
3.3.4.3. Sintese de biodiesel nas condicoes estabelecidas em reator de mistura

As condigdes estabelecidas em termos de derivado imobilizado, razdo molar entre
6leo/etanol e temperatura foram utilizadas para efetuar teste em escala ampliada utilizando
um reator batelada com agitagdo magnética (150 rpm), tendo as seguintes dimensoes: altura

de 90 mm e diametro de 57,5 mm e capacidade volumétrica total de 100 mL ( Figura 3.2).

Figura 3.2. Reator batelada utilizado para a producao de biodiesel.



No reator foram adicionados 25 gramas de 6leo de palma e 25 gramas de etanol e
reacdo iniciada com a adi¢do de 10 gramas de lipase imobilizada (atividade = 927 U/mg). A
temperatura foi controlada em 58° C por meio de aquecimento em placa. Este experimento foi
monitorado quanto & formacao de ésteres de etila em funcdo da viscosidade, em intervalos de

4 h por um periodo total de reacao de 24 h.
3.3.4.4. Separacao dos ésteres (recuperagdo do glicerol)

Para a separagdo da glicerina liberada na sintese do biodiesel, o meio reacional foi
submetido a uma etapa de purificagdo, constituida basicamente de uma lavagem com agua
destilada. O volume da amostra recolhido foi medido e em seguida adicionado o mesmo
volume de 4gua destilada. A mistura foi transferida para um funil de decantagao (Figura 3.3),
efetuando-se uma agitagdo e deixando a mistura em repouso por 30 min para a separagdo das
fases.

A fase superior era composta pelos ésteres de etila (biodiesel) e a fase inferior por
glicerol e agua de lavagem. A fase inferior foi descartada e a fase superior submetida a
evaporagdo em rota-evaporador. A amostra de biodiesel purificado foi submetida analise de

viscosidade, conforme descrito em 3.4.3.

Figura 3.3. Decantagdo da glicerina e do biodiesel.



3.3.5. Caracterizacido morfologica, bioquimica e cinética do derivado imobilizado mais
eficiente para sintese de biodiesel

3.3.5.1. Propriedades bioquimicas

A influéncia do pH e da temperatura na atividade hidrolitica da lipase livre e dos
sistemas imobilizados foi avaliada em experimentos realizados segundo um planejamento
experimental 2 estrela rotacional com sete replicatas no ponto central. Os niveis reais e
codificados das variaveis em estudo estdo apresentados na Tabela 3.2. Os resultados obtidos
foram analisados com auxilio dos softwares Statistica versao 5 (StatSoft Inc., USA) e Design-
Expert 6.0 (Stat-Ease Corporation, USA). Este ltimo software foi também empregado para
determinagdo dos valores maximos de atividade possiveis de serem obtidos dentro da faixa de
valores estudados. Neste caso, o software executa um algoritmo de otimizagdo numérica

baseado na fun¢do de desejabilidade, como descrito por Myers e Montgomery (1995).

Tabela 3.2 Niveis reais e codificados para as variaveis temperatura e pH avaliadas segundo
planejamento experimental estrela rotacional

Variaveis
Niveis
Valores Reais Valores
Codificados - 1 0 ] pn
Temperatura (°C) X, 35 20 = = ”
pH X5 6,1 6,5 7,5 8,5 8,9

3.3.5.2. Parametros cinéticos

A influéncia da concentragdo de substrato foi avaliada nas condigdes 6timas de pH e
temperatura pré-determinadas pelo planejamento experimental. Foram preparados sistemas
reacionais contendo acidos graxos totais em concentragdes variando entre 186-1860 mM,
obtidos a partir de emulsdes preparadas em diferentes proporcdes de azeite de oliva (5 — 50%)
e solugdo aquosa de goma arabica (7% m/v). As velocidades iniciais das reagdes de hidrdlise
catalisadas pelas preparagdes de lipase livre e imobilizadas foram determinadas de acordo
com item 3.4.1 e as constantes cinéticas K, € V., foram determinadas pelo Programa

Enzyme Fitter.

3.3.5.3. Microscopia eletréonica de varredura

Para a geracdo de micrografias das superficies do suporte ativado e do sistema



imobilizado, as amostras foram polvilhadas sobre fitas de carbono dupla-face, metalizadas
com uma fina camada de ouro, previamente dispostas no porta-amostras. O microscopio foi

operado na modalidade elétrons secundarios e utilizando-se baixo vacuo.
3.3.5.4. Composi¢do elemental superficial (EDS)

As areas das superficies do suporte ativado e do sistema imobilizado foram analisadas
com relacdo a composi¢ao elemental superficial por espectroscopia de energia dispersiva

de raios X. O aparelho utilizado foi de marca Oxford Inca Energy.
3.3.5.5. Difragao de raio- X

Para a andlise de raios-X as amostras foram colocadas sobre suporte de aluminio. As
analises foram efetuadas em intervalo angular de 5 a 80 graus e tempo de contagem de 1

segundo. Foi utilizado difratdometro XRD 6000, Shimadzu.
3.3.5.6. Calorimetria Diferencial de Varredura (DSC)

As curvas DSC foram obtidas em um analisador térmico (modelo SDT 2960-Q10, TA
Instruments), utilizando-se uma razdo de aquecimento de 10 °C. min™, no intervalo de -10°C

a 450°C.
3.3.5.7. Anadlise por espectroscopia no infravermelho por Transformada de Fourier

As amostras do suporte (puro e ativado com glutaraldeido ou epicloridrina), bem como
os derivados imobilizados foram submetidos a andlise na regido do infravermelho. Os
espectros foram obtidos na faixa de comprimento de onda de 4000 a 400 cm”. O

Espectrometro utilizado foi modelo Spectrun One, Perkin Elmer.
3.3.5.8. Avaliagdo da estabilidade operacional da lipase imobilizada

A estabilidade operacional do sistema imobilizado foi verificada em reagdes de
transesterificagdo do d6leo de palma com etanol em regime de bateladas consecutivas com
reutilizacdo do sistema imobilizado, segundo metodologia descrita por Gomes et al. (2006).

As reacdes de transesterificagdo foram realizadas utilizando-se 2,5 g de lipase
imobilizada (massa seca) e 12 g de substrato contendo 6leo de palma (6 g) e etanol (6 g) em
bateladas consecutivas (24 h numa temperatura de 40 °C), monitoradas no tempo inicial e

final. A recuperagdo do biocatalisador foi realizada por filtragdo ou alternativamente a enzima



imobilizada foi acondicionada em uma cesta construida em tela de aco inox, malha 100 (0,147
mm) com altura de 65 mm e didmetro de 12 mm, a qual era colocada na parte superior do
reator batelada e retirada do reator ao final da reagdo. Entre as bateladas, em ambos casos, a
lipase imobilizada foi lavada com uma mistura de hexano para a remoc¢ao dos reagentes e/ou
produtos eventualmente retidos no suporte. Apoés uma hora, tempo necessario para a
evaporacao do solvente, a lipase imobilizada era reutilizada em uma outra reagdo com um
novo substrato na mesma concentragao do utilizado na reagao anterior. Ao final de cada ciclo,

foi analisado o teor dos ésteres formados por cromatografia de fase gasosa.

3.4. Métodos de Analise

3.4.1. Determinacio da atividade hidrolitica

A atividade enzimatica da lipase nas formas livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrolise do azeite de oliva, conforme metodologia modificada por Soares et al.
(1999). Os acidos graxos liberados foram titulados com solu¢do de KOH 20 mM, utilizando
fenolftaleina como indicador. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de
enzima que libera em 1umol de 4cido graxo por minuto de reagdo, nas condigdes do ensaio.
As atividades foram expressas em (pmoles/mg.min) (U), sendo que miligrama refere-se a

massa de suporte seco para lipase imobilizada.

3.4.2. Determinacio da atividade sintética

A atividade sintética das preparagdes de lipase imobilizada foi quantificada pelo
consumo do acido laurico na reacdo de esterificagdo do laurato de glicerila empregando
substrato numa razao molar acido-alcool de 3:1 a 60 °C e incubando com concentragao
enzimdtica de 5% (m/m), em relacdo a massa de reagentes de partida, mantida sob agitacao
por 40 min. A reagdo foi iniciada pela adi¢do da enzima ao meio reacional, em um reator de
vidro aberto com capacidade de 20 mL provido de agitagdo mecanica e conectado a um banho
termostatizado. Aliquotas de 200 pL, em duplicata, foram retiradas do meio reacional nos
tempos inicial e ap6s 40 min de reacdo e diluidas em 10mL de solugdo de acetona-etanol (1:1)
com a finalidade de cessar a reagdo e de extracao dos acidos restantes. A quantidade de acido
carboxilico consumido foi determinada por titulagdo com solucdo de NaOH 0,02 M. Uma
unidade de atividade foi definida pela concentragdo de enzima necessaria para esterificar
lumol de 4cido/min, nas condigcdes experimentais adotadas. A atividade sintética foi

calculada pela equacao 3.3.



(V, -V,,).M 103 (3.3)
t.me

Atividade sintética(U / g desuporte)=

Em que: M ¢ concentracdo molar da solucdo de NaOH (0,02 M); Vi ¢ o volume de NaOH
gasto na titulagdo da amostra no tempo zero (mL); V49 € o volume de NaOH gasto na titulagdo
da amostra ap6s 40 min de reagdo (mL); me é a massa de preparagdo enzimadtica utilizada na

reacao (g); t € o tempo de reagao (min).

3.4.3. Analise de viscosidade do 6leo vegetal e biodiesel

Os valores da viscosidade absoluta em fungao da taxa de deformacgao foram medidos
em viscosimetro Brookfield Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers Ltd, Inglaterra)
empregando o cone CP 42. As medidas foram feitas em duplicata a 40 °C no caso do dleo
vegetal e a 25°C para o biodiesel, empregando 0,5 mL de fluido. Os dados obtidos
(viscosidade, taxa de deformacdo e tensdo de cisalhamento) foram ajustados de acordo com a

lei de poténcia (equagdo 3.4), conforme descrito por Freitas et al. (1998).

T=Ky" (3.4)

Em que: T ¢ a tensdo de cisalhamento, y ¢ a taxa de deformagdo aplicada, n ¢ o valor do

coeficiente angular e K ¢ o indice de consisténcia.

3.4.4. Determinacio do teor de umidade

Os teores de agua nos suportes puro e ativado, bem como nos sistemas imobilizados
foram medidos diretamente em uma balanca de secagem acoplada com lampada de
infravermelho e a analise de teor de 4gua no biodiesel foi realizada em aparelho de Karl

Fischer.

3.4.5. Determinac¢ao da densidade do 6leo vegetal e biodiesel

Para a determinacdo da densidade do oleo vegetal e do biodiesel, foram medidos
diversos volumes de amostras destes compostos em pipeta volumétrica, pesando-se as massas
correspondentes. As medigdes foram realizadas na temperatura de 40 °C para o 6leo de palma
e a 25 °C para o biodiesel. Os valores de densidade foram obtidos por regressao linear dos

dados experimentais (Apéndice 2), correspondendo ao coeficiente angular da reta.



3.4.6. Dosagem dos ésteres etilicos

Os ésteres de etila formados foram quantificados por cromatografia de fase gasosa
(Cromatodgrafo a gas, Varian 3800), com detector de ionizagdo de chama e uma coluna de ago
inoxidavel 5% DEGS em Chromosorb WHP, 80/100 mesh (Hewlett Packard, Palo Alto, CA,
USA). Nitrogénio foi usado como gas de arraste num fluxo de 30 mL/min. A Tabela 3.3
indica as condi¢des para dosagem dos ésteres de etila. A Figura 3.4 apresenta uma curva de

calibracdo obtida em triplicata de corridas, com os referentes padrdes utilizados para o

método de analise.

Tabela 3.3. Condig¢des para determinacdo da formacao de ésteres de etila.

Padrao interno

Hexanol (16,26 g/L)

Temperaturas

Coluna: 120 °C por 10 min e 170 °C por 13 min a uma
taxa de 25 °C/ min, totalizando 25 min de analise.

Ionizador e detector: 190 °C

Gas de arraste

Nitrogénio

Atenuacio do cromatografo

A,BeC=16

Tempos de retencio dos
Monoésteres de etila

Padrio interno

1,13

C12 EtOH

6,80

C14 EtOH

11,92

C16 EtOH

14,43

C18 EtOH

18,16

C18: 1 EtOH

19,05

C18:2 EtOH

20,96

Lo —

Hexanol

10000 —

Corrida 1

Corrida 2

Miristato de etila
Palmitato de etila

Estearato de etila
Oleato de etila
Linoleato de etila

Corrida 3

Figura 3.4. Curva de calibragdo dos ésteres de etila de acordo com a composi¢do de cada

? Laurato de etila
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3.4.7. Caracterizacio do d0leo de palma e biodiesel por RMN BC (CDC1y)

Os acidos presentes no 6leo de palma e os monoésteres de etila presentes no biodiesel
foram identificados por RMN "C. Os espectros de Ressonincia Magnética Nuclear de
Carbono foram obtidos no aparelho Varian modelo Mercury 300MHz. Os deslocamentos
quimicos (&) foram referenciados pelo sinal TMS (Tetra-metil-silano-6=0) em solvente

CDCl1s.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo discutidos os resultados obtidos durante o desenvolvimento do
presente trabalho. Os experimentos foram realizados de acordo com o esquema da Figura 4.1,

que orienta o leitor sobre a seqii€éncia de apresentagdo e discussao dos resultados obtidos.

Caractenizacio do oleo de palma

1

Selecdio da fonte de lipase (LPP, Lipolase, AK. G,
Calb L e PS) previamente imobilizadas em
POS PVA ativado com glutaraldeido

l

Sintese do biodiesel empregando a
lipase selecionada (AK)

Lipase imobilizada em

Lipase livre POS PVA ativado com
epicloridrina

| Avaliacdo das propriedades |

da lipase AK e testes finais
I
Variagio o
Razdo molar Variagdo Reator batelada gﬁ:f;ili?}aniﬁll
Oleo lcool Temperatura ( 100mL )

Figura 4.1. Fluxograma geral das etapas desenvolvidas no trabalho experimental.



4.1. Caracteristicas das amostras de o0leo de palma

4.1.1. Composi¢cao quimica e propriedades do dleo refinado

Independente do tipo de catalisador selecionado, a qualidade do 6leo utilizado na
reacdo de transesterificacdo ¢ de fundamental importincia, tendo em vista que venenos ou
inibidores cataliticos podem reduzir o rendimento da reacdo. Essa qualidade esta relacionada
com os teores de acidos graxos livres, indice de peroxido, umidade e saboes (FELIZARDO,
2003). De acordo com os laudos técnicos fornecidos pela empresa Agropalma, a amostra de
6leo de palma empregada no desenvolvimento desse projeto atende o grau de pureza exigido.
Os resultados fornecidos pela empresa sdo mostrados na Tabela 4.1 e a Tabela 4.2. mostra a

composi¢ao em acidos graxos do 6leo de palma refinado.

Tabela 4.1. Caracteristicas do 6leo de palma fornecido pela Agropalma.

Atributos AGROPALMA Limites *(AOCS)
Acidez (% Palmitico) 0,033 <0,05
Indice de Perdxidos (mEqg/kg) 0 <1,0

Cor Lovibond Red 5 %4 3,5 <40

Ponto de Fusio (° C) 36 34 -38
Indice de Todo (Wijjs) 52,69 51-55
Fosforo (ppm) 0 <3,0
Rancimat 130 °C, 20 1/h 11,80 >6

Sabor / Odor 9 > 8

* AMERICAN OIL CHEMISTS’ SOCIETY

Tabela 4.2. Composi¢do em 4cidos graxos do Oleo de palma refinado fornecido pela
Agropalma.

Acido graxo % (m/m) % (m/m)
C12:0 — Laurico 0,10
C14:0 - Miristico 1,20
C16:0- Palmitico 46,80
C18:0- Estearico 3,80

C18:1- Oléico 37,60
C18:2- Linoleico 10,50
Saturados 51,90

Insaturados 48,10




4.1.2. Viscosidade do 6leo de palma

Para a otimizagdo do processo de producao de biodiesel, um dos parametros relevantes
¢ o estudo da viscosidade. Além de que, o estudo reoldgico de oOleos vegetais € necessario
para o dimensionamento de equipamentos e obtencdo de melhores caracteristicas do
biocombustivel em relagdo ao diesel.

A Figura 4.2, mostra a variagdo da viscosidade em funcao da taxa de cisalhamento
para o estudo do comportamento da viscosidade absoluta do 6leo de palma a 40 °C, na qual
observa-se que com o aumento da taxa de deformacgdo, a viscosidade diminui
proporcionalmente; isto €, um comportamento de liquido ndo newtoniano. Com a andlise do
comportamento da curva, demonstrado na Figura 4.3. percebe-se que a variacdo ¢ linear
indicando que o fluido segue a lei da poténcia indicada pela equacdo 3.4.

Na Tabela 4.3 sdo apresentados os coeficientes de ajuste dos dados log T x log y. O
valor do coeficiente angular ¢ menor que 1, o que caracteriza o fluido como pseudopléstico,

em que a viscosidade decresce com o aumento da taxa de cisalhamento.
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Figura 4.2. Viscosidade absoluta em fung¢dao da Figura 4.3. Tensao de cisalhamento em
taxa de deformagdo do 6leo de palma refinado funcdo da taxa de deformacdo do o6leo de
(40 °C). palma refinado (40 °C).

Tabela 4.3. Coeficiente de ajuste dos dados a lei de poténcia T=40 °C.

Parametros Valor
K (cP) 80,3
N 0,82




Foi ainda verificado que o 6leo de palma refinado na faixa de taxa de deformacgao
entre 150 a 200 s apresentou viscosidade absoluta média de 29,5 cP. Com base neste valor
pode-se calcular um valor aproximado da viscosidade cinematica do 6leo que foi de 39,33cSt,

sendo este valor coerente ao apresentado na literatura que ¢ de 36,8 cSt.
4.2. Caracterizacio do suporte de imobilizacao

O suporte hibrido foi inicialmente sintetizado e ativado com glutaraldeido, conforme
metodologia descrita em 3.3.2 e a seguir algumas de suas propriedades foram avaliadas
adotando diferentes técnicas como: analise de Raio-X, Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) e Calorimetria Diferencial de Varredura
(DSC).

Os dados de difracdo de Raio-X fornecem informagdes importantes sobre a estrutura
de qualquer material. Trata-se de uma técnica ndo destrutiva, que apresenta, entre outras
vantagens: realizagdo de determinagdes multi-elementares simultineas e possibilidade de
analise qualitativa e quantitativa (NAGATA et al., 2001). O difratograma obtido a partir do
suporte POS-PVA puro (Figura 4.4a), apresenta picos de baixa intensidade e com expressiva
largura, indicando uma estrutura predominantemente amorfa do composto hibrido. Na Figura
4.4 b apresenta-se o difratograma do suporte ativado com glutaraldeido, na qual verifica-se o
surgimento de picos caracteristicos de materiais cristalinos, provavelmente ocasionados pela

presenca do agente de ativagao.

1800 1800

1600 1600
1400 1400

1200 12007

1000

Intensidade
Intensidade
g
1

800
600

400+

200

T T T T T g T Or——T——7T 7T T T T T 1
10 20 30 40 50 60 70 80 0O 10 20 30 40 5 60 7 8

2609 2009

Figura 4.4. Difratograma obtido na analise de raio-X do suporte POS-PVA (a) suporte POS-
PVA ativado com glutaraldeido (b).



As imagens micrografadas do suporte hibrido puro e ativado com glutaraldeido sao
mostradas nas Figuras 4.5 (a, b). A microscopia eletronica de varredura (MEV) permitiu
verificar as diferencas morfologicas entre a matriz no estado puro e ativado com
glutaraldeido.

Para o suporte puro, uma superficie plana tipica de material amorfo com diferentes
formas geométricas foi observada (Figura 4.5 a). Apds a ativagdo com glutaraldeido,
pequenas fissuras foram verificadas, o que pode facilitar a fixacdo da enzima no suporte
(Figura 4.5 b). Essas modificagdes superficiais do suporte foram confirmadas por
espectroscopia de energia dispersiva (Tabela 4.4), indicando uma similaridade no teor de
silicio para ambos suportes (puro e ativado) e um incremento de aproximadamente duas vezes
do percentual de carbono para o suporte ativado em relagdo ao suporte puro. Esses resultados
sugerem que a ativagdo da matriz com glutaraldeido foi alcancada de forma eficiente, tendo
em vista que os grupos aldeidos presentes na extremidade da cadeia desse agente de ativagao
foram ligados ao oxigénio da superficie do suporte, contribuindo para reduzir a propor¢do do

oxigenio na superficie do suporte ativado.

—
Mag= 200K X

Figura 4.5. Microscopia eletronica de varredura: (a) suporte POS-PVA puro;
(b) suporte POS-PVA ativado com glutaraldeido.

Tabela 4.4. Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS) da area do suporte puro e ativado
com glutaraldeido.

Elemento Suporte POS-PVA puro Suporte POS-PVA ativado
% (massa) % (massa)
Carbono 6,72 16,42
Oxigénio 54,88 46,50

Silicio 38,40 36,37




Com relagdo ao perfil de estabilidade térmica do suporte puro (Figura 4.6), verifica-se
um pico endotérmico em torno de 121°C, caracteristico da vaporizagdo da agua residual
presente no suporte. Na faixa de temperatura estudada ndo foram observados picos
endotérmicos, indicativos de degradacdo do material, sugerindo que trata-se de material

termicamente estavel até 400 °C.
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Figura 4.6. Perfil da curva de DSC do suporte POS-PVA.

4.3. Sintese de biodiesel
4.3.1. Selecao da fonte de lipase

O suporte POS-PVA previamente ativado com glutaraldeido foi utilizado para
imobilizar diferentes preparacdes de lipases, tais como: Thermomyces lanuginosus (Lipolase),
Pseudomonas fluorescens (Lipase AK), Burkholderia cepacia (Lipase PS), Penicillium
camembertii (Lipase G), Candida antarctica B (Calb L) e pancreas de porco (LPP), obtendo-
se derivados imobilizados com elevada atividade catalitica, como mostrado na Tabela 4.5.
Para evitar problemas de reversibilidade da reacdo, cuidado especial foi tomado para obter
derivados imobilizados com teor de 4gua inferior a 20%.

Os ensaios foram efetuados nas condi¢des descritas em 3.3.4.1 e os resultados obtidos
em termos de formacdo de monoésteres de etila (biodiesel) em funcdo do tempo sdo
apresentados nas Figuras 4.9 (a-f). Os rendimentos em ésteres e produtividades alcangados

para cada preparagdo de lipase testada sdo mostrados na Tabela 4.6.



Tabela 4.5. Valores das atividades hidrolitica e sintética dos derivados imobilizados testados

Lipase Atividade hidrolitica Atividade sintética
(U/mg) (uM/g.min)
Lipolase 723 £ 7,07 35,83
Lipase AK 765 +£43,21 26,32
Lipase PS 949 + 54,44 29,50
Lipase G 45,61 + 8,26 39,83
Lipase CALB L 47,84 £10,38 27,33
Lipase pancreatica 276 +7,72 21,00

A observagdo das Figuras 4.7 (a-f) indica que todas as lipases testadas foram capazes
de formar os principais ésteres de acidos graxos presentes no 6leo de palma. Entretanto, tanto
a velocidade de reagdo como o rendimento em ésteres foi dependente da fonte de lipase
utilizada. Os valores maximos obtidos em concentragdo massica de ésteres de etila variaram
entre 4 a 46% m/m, correspondendo a rendimentos de 8 a 91%.

Os desempenhos mais elevados na reacdo de etanolise foram alcangados pela atuacao
das lipases AK e PS, atingindo concentra¢des da ordem de 46,13 e 34,52 m/m em 72 h de
reacdo, respectivamente. Esses valores correspondem a rendimentos de 90,86 e 78,23%.

Desempenhos inferiores foram obtidos pelas preparacdes de Lipolase e lipase
pancreatica com formacao total em ésteres de etila de 25,30 e 8,71 % m/m, correspondendo a
rendimentos de 57,10 e 19,74%, respectivamente.

Menores valores de rendimento foram obtidos pelas preparacdes de lipase CALB L e
G, atingido concentracdes em monoésteres menores 5% m/m. Desta forma, ambas
preparagoes foram consideradas inadequadas para a reagdo proposta. Este fato pode ser
atribuido as caracteristicas biocataliticas destas enzimas. A lipase CALB L apresenta pouca
ou nenhuma ativagdo interfacial e age muito lentamente em catalise de triglicerideos de
cadeia longa. A lipase G pode hidrolisar mono e diglicerol, produzindo glicerol e acidos
graxos, entretanto nao atua na hidrélise de triglicerideos. Resultados reportados por Freitas
(2006) demonstraram a eficiéncia dessas lipases para sintese de monoglicerideos por
esterificacdo direta do glicerol com acidos graxos. A aplicacdo dessas mesmas preparacdes de
lipases na reac¢do de glicerolise mostrou-se também inadequada, similarmente aos resultados

obtidos no presente trabalho.
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Figura 4.7. Perfil de formacdo dos monoésteres de etila (-m-C12; -o-C14, -A--Cl16, -V -
C18, -¢-C18:1,-x-C18:2) em fun¢do do tempo na reagdo de etanolise do 6leo de palma
catalisada por diferentes lipases imobilizadas em POS-PVA. a) Lipolase, b) Lipase AK, ¢)
Lipase PS; d) Lipase G; e) Lipase Calb L; f) Lipase pancreatica. Todos os ensaios foram

realizados a 40°C, sob agitacdo magnética (150 rpm). O valor total em ésteres de etila
formado esta indicado por uma linha cheia.



Tabela 4.6. Resumo dos experimentos realizados utilizando diferentes lipases imobilizadas

Lipases Rendimento de Produtividade
transesterificaciao (%) (mg/g.h)
Lipolase 55,01 3,51
Lipase AK 90,98 6,40
Lipase PS 75,10 4,83
Lipase CALB L 10,10 0,66
Lipase G 7,08 0,47
Lipase pancreatica 18,57 1,20

E importante destacar que em todos os sistemas reacionais foi observada uma boa
dispersao do biocatalisador no substrato e facilidade de separagdo do produto (biodiesel) ao
final da reagao.

De acordo com os resultados obtidos, verifica-se que a lipase AK foi o biocatalisador
que forneceu rendimento e produtividade mais elevados na transesterificacdo do 6leo de

palma com etanol, sendo, portanto selecionado para os testes subseqiientes.
4. 3.2. Testes de obtenc¢io de biodiesel com a fonte de lipase selecionada

Tendo selecionado a fonte de lipase mais adequada para sintese de biodiesel a partir do
0leo de palma e etanol, estudos adicionais foram realizados visando verificar a influéncia da
forma de utilizagdo dessa fonte de enzima (livre ou imobilizada), bem como avaliar se o tipo
de agente de ativagdo do suporte poderia modificar sua ligagdo com a enzima, alterando as
propriedades da fonte de lipase selecionada, gerando, conseqiientemente rendimentos de
transesterificacdo mais elevados.

Adotando as condi¢des operacionais descritas anteriormente (razao molar 6leo/ etanol
1:18 e temperatura de 40°C), foram efetuadas reagdes de transesterificacdo empregando lipase
AK (Pseudomonas fluorescens) na forma livre e imobilizada em POS-PVA previamente
ativado com glutaraldeido ou epicloridrina. A Figura 4.8 apresenta o perfil dessas reagdes de
transesterificacdo em termos de concentragdo total de ésteres de etila em funcdo do tempo.

Analisando-se os resultados apresentados na Figura 4.8 e sumarizados na Tabela 4.27,
verifica-se que o desempenho da lipase AK na forma livre forneceu os valores mais baixos de
rendimento global de transesterificacdo (38,40%) em relacdo aos valores alcancados pela
atuacgdo das preparacgdes de lipase imobilizadas em POS-PVA (rendimento > 91%).

Esses resultados ja eram esperados, em fun¢do das alteragdes que podem ocorrer na



conformagdo nativa da enzima tanto na estrutura terciaria como nas mais proeminentes
estruturas secundarias (a-hélice e a conformagdo ) quando a agua ¢ substituida por um
solvente organico. Portanto, para assegurar uma conformacgao enzimatica cataliticamente ativa
em meio organico, a molécula de enzima deve ter uma camada de hidratacdo definida,
separando o solvente do contato com a superficie da proteina. Isso pode ser facilmente
alcangado por meio da imobilizagdo da enzima em suportes solidos. Portanto, a imobilizagao
da enzima tem um efeito benéfico em sua estabilidade, em funcdo das interacdes fisicas e
quimicas entre o suporte e as moléculas da enzima. A imobilizagdo, também auxilia na
dispersdao homogénea da enzima no meio organico, o que ¢ essencial, para a condugdo de
reacdes enzimaticas.

Os resultados obtidos nessa série de experimentos confirmam que a lipase na forma
imobilizada foi mais eficiente que a lipase livre. Entre os agentes de ativagdo do suporte
testados, epicloridrina, aparentemente forneceu o derivado imobilizado mais ativo e estavel
em meio organico, possibilitando incrementos expressivos em relacdo atuacdo da lipase
imobilizada em POS-PVA ativado com glutaraldeido. Constatou-se um aumento em oito
pontos porcentuais no rendimento de transesterificagdo (99,40%) e um acréscimo na

produtividade de 2 mg/g.h.

Esteres de etila (% m/m)

Tempo (h)

Figura 4.8. Perfil de formacao dos monoésteres de etila em fungdo do tempo na reagao
de etanolise do 6leo de palma catalisada pela lipase AK livre (O) e imobilizada em
POS-PVA ativado com glutaraldeido (A) e epicloridrina (). Razdo molar 6leo/etanol
(1:18) a 40°C.



Tabela 4.7. Resumo dos experimentos realizados utilizando lipase AK livre e imobilizada em
POS-PVA ativado com glutaraldeido e epicloridrina.

Lipase AK Rendimento de Produtividade
transesterificacao (mg/g.h)
(%)
Livre 38,40 2,85

Imobilizada em POS-PVA
ativado com GA
Imobilizada em POS-PVA
ativado com EP

90, 98 6,40

99,40 8,16

4.4. Propriedades biocataliticas da lipase de Pseudomonas fluorescens livre e imobilizada
em POS-PVA ativado com diferentes compostos

Os resultados promissores descritos na se¢do anterior despertaram o interesse em
realizar um estudo mais detalhado sobre a influéncia dos agentes de ativagdo glutaraldeido e
epicloridrina no rendimento de imobilizagdo da lipase AK em POS-PVA, bem como

determinar as propriedades cataliticas e morfologicas dos derivados imobilizados resultantes.
4.4.1. Influéncia do agente de ativacido na recuperacio de lipase no suporte

Na Tabela 4.8 sdo apresentados os rendimentos de imobilizagdo obtidos no
procedimento de imobilizacdo da lipase AK em POS-PVA previamente ativado com
glutaraldeido e epicloridrina. Nesses experimentos empregou-se um carregamento de enzima
de 0,2 g de lipase por grama de suporte. Os rendimentos de imobilizagdo foram calculados
com base na atividade hidrolitica recuperada no suporte em relacao a atividade de lipase livre

oferecida no procedimento de imobilizacao.

Tabela 4.8. Rendimento de imobilizacdo da lipase AK no suporte POS-PVA ativado com
glutaraldeido e epicloridrina

Agente de Ativaciao Atividade Rendimento de
(U/mg) imobilizacao (%)
Glutaraldeido 370,32 16,40
Epicloridrina 740,18 32,37

T=35°C/pH=7,5



Verifica-se que o rendimento de imobilizacdo obtido quando epicloridrina foi
empregada como agente de ativagdo foi cerca de 2 vezes superior ao obtido com o uso de
glutaraldeido. Este comportamento pode estar relacionado a modificagdo quimica realizada na
superficie do POS-PVA por cada um dos agentes de ativagdo testados (Figura 4.9 a,b). No
caso do glutaraldeido, a reacdo mais provavel ocorre entre os grupos hidroxila do alcool
polivinilico e uma extremidade aldeido da molécula de glutaraldeido via mecanismo acetal,
conforme proposto por Araujo et al. (1997) e esquematizado na Figura 4.9a. Neste caso, sao
necessarios dois grupamentos hidroxila para reagir com uma extremidade aldeido de cada
molécula de glutaraldeido inserida na superficie do suporte, sendo que a outra extremidade
aldeido deste composto bifuncional fica livre para reagir com um grupamento -NH; da
enzima.

Por outro lado, empregando-se a epicloridrina, grupos epoxi sdo formados na
superficie do suporte, conforme mecanismo proposto por Porath e Fornestedt (1970) e
ilustrado na Figura 4.9 b. Assim, neste tipo de ativagdo apenas um grupamento hidroxila da
superficie do suporte ¢ utilizado na reacdo, comparado aos dois grupamentos usados na reacao
com glutaraldeido.

Em fungdo disto, um maior numero de sitios de ligagdes enzima-suporte estaria
disponivel na superficie do POS-PVA, o que, associado a maior reatividade dos grupos epoxi,
pode explicar a maior eficiéncia de imobilizagdo obtida quando este composto foi empregado.
Esta hipotese pode ser confirmada pela analise dos espectros obtidos na regido do
infravermelho (Figuras 4.10 a, b).

Verifica-se na Figura 4.10a, que o pico correspondente as hidroxilas (3200-3600 cm™)
originalmente presente no POS-PVA diminui ap6s a ativagdo, sendo esta reducdo de
intensidade maior quando epicloridrina foi empregado como agente de ativagdo. Os espectros
na regido do infravermelho apresentados nas Figuras 4.10 (a,b) revelam ainda outras
informacodes sobre estrutura quimica dos sistemas estudados.

Com relagdo ao suporte POS-PVA (Figura 4.10a), a banda correspondente a regido
1000-1110 cm™ evidencia estiramento assimétrico Si-O-R, tendo sido obtidas também outras
bandas caracteristicas em 950 (Si-O-Si deformagdo axial), 810 (Si-O-Si deformacgao axial) e
600 (Si-O-Si deformacio angular) cm™ (RAMOS et al, 1998, ASSIS, 2003).

A enzima livre apresentou espectro tipico de proteinas (Figura 4.10b), com bandas
associadas ao grupo amida caracteristico (CONH). Neste caso, entre a faixa de niimero de
ondas de 1600-1700 cm™', ha uma banda amida I, devida ao estiramento da dupla ligagio CO

e da ligagdao CN, além da flexdo da ligagao NH (STUART; GEORGE; MCINTYRE, 1996).
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Figura 4.9. Mecanismo de ativagdo do suporte e imobilizacdo da enzima empregando

diferentes agentes de ativacdo: (a) glutaraldeido e (b) epicloridrina.
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Figura 4.10. Espectros no infravermelho obtidos para as amostras do suporte POS-
PVA antes e ap0s a ativagdo (a) e da lipase livre e imobilizada (b)

Verifica-se ainda que, com relagdo aos sistemas imobilizados (Figura 4.10b), quase
nenhum pico adicional foi claramente observado no espectro, indicando que as ligagdes
enzima-suporte foram de natureza similar ou apresentaram bandas sobrepostas as ja existentes
no POS-PVA ou na proteina. Podem-se fazer, entretanto, algumas observacdes na Figura 4.10
que comprovam a incorpora¢do da enzima na matriz do suporte. Quando se compara, por
exemplo, o espectro dos suportes ativados com os dos sistemas imobilizados, verifica-se
alargamento dos picos na regido de 900-1100 cm™ para a lipase imobilizada em POS-PVA
ativado com glutaraldeido e na regido de 1400-1500 cm™ para a enzima imobilizada no
suporte ativado com epicloridrina. Em ambos casos, este alargamento de pico corresponde a

regides com existéncia de bandas no espectro da lipase livre.



4.4.2. Influéncia do agente de ativacio do suporte nas propriedades bioquimicas e
cinéticas dos derivados imobilizados

Esta se¢dao teve como objetivo determinar as propriedades biocataliticas da lipase de
Pseudomonas fluorescens livre e imobilizada em POS-PVA, utilizando-se glutaraldeido e
epicloridrina como agente de ativagdo do suporte. Esta caracterizagdo foi realizada com o
auxilio da metodologia de superficie de resposta, uma colecdo de técnicas estatisticas e
matematicas, que tem se mostrado util no desenvolvimento e otimizacdo de diversos
processos (SANTOS; CASTRO, 2006). Permite ainda a obtencdo de modelos matematicos
que, apesar de empiricos, possibilitam o levantamento e a comprovacdo de hipdteses
cientificas que buscam explicar relagdes de causa e efeito entre os resultados experimentais e
as variaveis em estudo. Apesar de amplamente utilizada nas ultimas décadas, a metodologia
de superficie de resposta foi apenas nos ultimos anos empregada para estudos associados a
cinética enzimatica (MAYERHOFF et al, 2006; BOYACI, 2005; ANDERSON e
ADLERCREUTZ, 1999), sendo este tipo de trabalho ainda pouco relatado na literatura.

Para o proposito deste trabalho, foi adotado um planejamento estrela rotacional com
sete replicatas no ponto central, considerando a atividade hidrolitica das preparagdes de lipase
como variavel resposta. A matriz experimental e os resultados obtidos sdo apresentados na
Tabela 4.9. Os resultados foram avaliados utilizando-se o programa Design-Expert 6.0 (Stat-
Ease Corporation, USA). Verifica-se que a atividade hidrolitica foi dependente das variaveis
temperatura e pH, sendo esta dependéncia diferente para cada sistema enzimatico. Este fato ¢
constatado pelo teste de significancia para os efeitos das varidveis independentes (pH e
temperatura) sobre a atividade hidrolitica dos sistemas enzimdticos (Tabela 4.10).
Considerando-se um nivel de significancia de 90%, o efeito quadratico da wvariavel
temperatura foi significativo tanto para a enzima livre (nivel de confianga de 90%) quanto
para os derivados imobilizados (nivel de confianc¢a de 95%).

Com relagdo a varidvel pH, ambos efeitos (linear e quadratico) foram significativos ao
nivel de 95% de confianga para a enzima livre e imobilizada em POS-PVA ativado com
epicloridrina. Além disso, a interagdo entre as varidveis estudadas apresentou efeito

significativo para ambos derivados imobilizados (nivel de confianga de 95%).



Tabela 4.9. Resultados obtidos no planejamento experimental para avaliagao do efeito das
varidveis temperatura e pH na atividade hidrolitica da lipase AK livre e imobilizada em POS-
PVA ativado com glutaraldeido (GA) e epicloridrina (EP).

Ensaios Variaveis Atividade (U/mg)
codificadas
X4 Xs AK AK AK
livre POS-PVA POS-PVA
(GA) (EP)
1 -1,0 -1,0 12138 406 1104
2 -1,0 1,0 17766 320 722
3 1,0 -1,0 10290 277 874
4 1,0 1,0 18606 418 775
5 0,0 0,0 16632 418 744
6 0,0 -1,4 9282 404 1109
7 0,0 1,4 17934 352 917
8 -1,4 0,0 13398 331 658
9 1,4 0,0 18564 313 646
10 0,0 0,0 17136 402 785
11 0,0 0,0 17640 370 798
12 0,0 0,0 18648 381 834
13 0,0 0,0 19320 384 873
14 0,0 0,0 19488 376 885
15 0,0 0,0 16296 411 905

A partir dos resultados da Tabela 4.10, foi possivel compor os modelos estatisticos
incluindo os coeficientes correspondentes aos efeitos significativos. Os coeficientes relativos
aos efeitos ndo significativos foram excluidos dos modelos, com exce¢do daqueles
necessarios para manutencdo da hierarquia (NELDER, 1998). Os modelos obtidos sao
apresentados nas equacoes 4.1 a 4.3.

Ay (U/mg)= 17850 + 786.X;+ 3290. X- 958.X,2- 2184.X,2 4.1)
R*=0,87
A> (U/mg) = 389-7,16.X;-3,34.X5- 34,06.X,> + 56,19.X,.X; 4.2)
R?=0,82
Az (U/mg) = 833-24,63.X,-96,27.X,- 83,07.X1%+ 101,74.X,*+ 71,85.X,.X> 4.3)
R*=0,88

Em que:

A;...atividade da lipase AK livre (U/mg); A,...atividade da lipase AK imobilizada em POS-
PVA ativado com glutaraldeido (U/mg); As...atividade da lipase AK imobilizada em POS-
PVA ativado com epicloridrina (U/mg); X...valor codificado da varidvel temperatura e
X,...valor codificado da variavel pH.



Tabela 4.10. Estimativas dos efeitos das varidveis temperatura e pH, erros padrdo e valores de “p” para a atividade hidrolitica da lipase AK
livre e imobilizada em POS-PVA ativado com glutaraldeido (GA) e epicloridrina (EP) segundo os resultados do planejamento estrela

rotacional
Variaveis Efeitos Erros-padrao p

Livre GA EP Livre GA EP Livre GA EP
Meédia 17880,07 391,61 831,74 + 548,12 + 8,19 + 22,58 0* 0* 0*
Temperatura (°C) (L) 1574,49 -14,24 -48,45 + 512,69 + 15,32 +42.23 0,16 0,37 0,28
Temperatura (°C) (Q)  -1939,41 -67,00 -161,87 + 521,67 + 15,59 + 4297 0,09 0* 0*
pH (L) 6555,33 -4,55 -188,85 + 513,48 +15,34 £42,30 0* 0,77 0*
pH (Q) - 4338,99 -10,83 200,49 +524,13  +£15,66  +43,18 0* 0,50 0*
Interagao 1344,00 113,73 141,78 + 725,10 +21,67 + 59,73 0,38 0* 0,04*
R’ 0,8768 0,8400 0,8764

*p: Teste estatistico para estimativa do intervalo de confianca do modelo (efeitos significativos para valores de p < 0,05)
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O teste F (Tabelas 4.11 a 4.13) indicou significancia estatistica ao nivel de 99% de
confianga, ndo sendo constatado falta de ajuste para nenhum dos modelos (nivel de confianca
de 90%). Verifica-se ainda, pelo valor de R? que todas as equagdes ajustadas foram capazes de
explicar mais de 80% da variabilidade dos valores experimentais. Desta forma, considerou-se
que os modelos estatisticos obtidos foram adequados para descrever a atividade hidrolitica em
funcdo da temperatura ¢ do pH, obtendo-se as superficies de resposta e curvas de nivel
apresentadas nas Figuras 4.11 (a-c).

A superficie de resposta referente a lipase AK livre (Figura 4.11 a) apresentou um
“topo”, ou seja, um valor de temperatura (58 °C) e pH (8,3) para o qual a atividade hidrolitica
foi méxima. Esse ponto méximo foi préximo ao relatado por Angkawidjaja e Kanaya (2006)
para lipases de diferentes espécies de Pseudomonas fluorescens, porém com uma temperatura
6tima levemente superior as citadas por estes autores. A existéncia de um ponto maximo de
atividade de uma enzima livre em func¢do do pH e da temperatura ¢ comum e a determinagao
dos valores 6timos normalmente ¢ realizada por metodologias de analise tradicionais, ou seja,
univariadas. Neste caso, o uso de planejamento experimental pode ser vantajoso, resultando
na redu¢do do numero de experimentos necessarios para a otimizagdo e a verificagdo da
possibilidade de interagdo entre a temperatura e o pH.

As superficies tragadas para as enzimas imobilizadas apresentaram “forma de sela”,
como mostrado nas Figuras 4.11 (b, ¢). Este tipo de superficie de resposta é complexo e
apresenta valores maximos € minimos para varias combinagdes das variaveis independentes
(GACULA Jr.; SINGH, 1984). A superficie correspondente a enzima imobilizada no suporte
tratado com glutaraldeido (Figura 4.11b) ilustra a contribuicdo do efeito quadratico da
temperatura e da interacdo entre as varidveis estudadas na atividade do biocatalisador. A
superficie referente ao sistema imobilizado obtido a partir do POS-PVA ativado com
epicloridrina mostra somente a contribuicdo do efeito quadratico do pH na varidvel resposta
(Figura 4.11c¢).

Normalmente, quando enzimas sdo imobilizadas em suportes s6lidos, ha deslocamento
da temperatura 6tima para valores mais elevados, uma vez que ocorrem interacdes entre a
enzima e o suporte. Como resultado, sdo obtidas moléculas protéicas mais rigidas, e
biocatalisadores mais estdveis termicamente (BALCAO; PAIVA; MALCATA, 1996;
VILLENEUVE et al., 2000). Este deslocamento da temperatura 6tima pode ser observado nas

Figuras 4.11 (b, c) para ambos derivados imobilizados, especialmente em valores mais
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alcalinos de pH. Neste caso, fica bem evidenciado o efeito de interacdo entre o pH e a
temperatura. Empregando-se glutaraldeido como agente de ativagdo (Figura 4.11.b), ¢
possivel obter elevadas atividades hidroliticas tanto em pH alcalino, quanto em valores mais
baixos de pH. Neste tltimo caso, entretanto, a temperatura 6tima foi deslocada para valores
mais baixos. O efeito de interacdo entre as variaveis estudadas ¢ também evidenciado para o
sistema imobilizado no suporte ativado com epicloridrina (Figura 4.11 c), que forneceu
regioes de elevada atividade tanto em pH alcalino, como acido.

Empregando-se o programa Design-Expert 6.0, procedeu-se a busca dos valores
maximos de atividade hidrolitica da lipase AK imobilizada dentro da regido estudada. Em
funcdo da possibilidade de uso de temperaturas mais elevadas sob condi¢des mais alcalinas
para o sistema ativado com glutaraldeido, optou-se pela solu¢do numérica obtida pelo
software em pH mais elevado, que possibilitou trabalhar em temperatura mais alta. Para fins
de comparagdo, no caso do sistema ativado com epicloridrina, foram buscadas as atividades
maximas também na faixa de pH alcalino. Desta forma, novos experimentos foram
exceutados nas condigdes estabelecidas, o que permitiu a confirmac¢do dos valores preditos
pelos modelos estatisticos. As condi¢des experimentais e os resultados preditos pelos modelos
e os obtidos experimentalmente estdo apresentados na Tabela 4.14. Conforme pode ser
observado, os resultados obtidos estdo de acordo com o previsto pelo modelo, dentro de um

intervalo de confianga de 95%.
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Tabela 4.11. Analise de varidncia (ANOVA) para lipase livre

Variaveis Soma Grau de Média F
quadratica liberdade quadratica Valores Prob > F
Modelo 1,33E+08 4 33225233 16,0078 0,0002
X 4957829 1 4957829 2,3886 0,1533
X, 85672582 1 85672582 41,2766 0,0001
X2 7314544 1 7314544 3,5241 0,0899
X,? 36025226 1 36025226 17,3568 0,0019
Erro residual 20755700 10 2075570
Falta de ajuste 10828916 4 2707229 1,6363 0,2806
Erro puro 9926784 6 1654464
R’ 0,8649

Tabela 4.12. Analise de variancia (ANOVA) para lipase imobilizada em POS-PVA ativado
com glutaraldeido

Variaveis Soma Grau de Média F
quadratica liberdade quadratica Valores Prob > F
Modelo 21974,11 4 5493,53 12,34 0,0007
X4 405,79 1 405,79 0,91 0,3622
Xz 42,20 1 42,20 0,095 0,7645
X, 8590,47 1 8590,47 19,30 0,0014
XX, 12935,65 1 12935,65 29,06 0,0003
Erro residual 4451,86 10 445,19
Falta de ajuste 2321,50 4 580,38 1,63 0,2810
Erro puro 2130,36 6 355,06
R’ 0,8315

Tabela 4.13. Analise de variancia (ANOVA) para lipase imobilizada em POS-PVA ativado
com epicloridrina

Variaveis Soma Grau de Média F
quadratica liberdade quadratica Valores Prob > F
Modelo 227581 5 45516,2 12,6989 0,0007
X 4696,868 1 4696,868 1,3104 0,2819
Xz 71058 1 71058 19,8247 0,0016
X2 50427,87 1 50427,87 14,0690 0,0045
X,’ 76848,25 1 76848,25 21,4401 0,0012
X1 X, 20100,15 1 20100,15 5,6078 0,0420
Erro residual 32258,93 9 3584,325
Falta de ajuste 11334,51 3 3778,171 1,0834 0,4248
Erro puro 20924,41 6 3487,402
R’ 0,8759
X =Temperatura
Xz = pH

F: Teste estatistico de comparac¢do da variancia nos ensaios, permitindo a avaliagdo da qualidade do
ajuste do modelo.
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Tabela 4.14. Experimentos de confirma¢do dos modelos estatisticos para atividade hidrolitica em func¢do da temperatura e do pH

Sistemas Condicoes Experimentais Atividade (U/mg)
pH Temperatura Valor predito Limite Limite Valor experimental
(°0) pelo modelo Inferior™® Superior* obtido**

Lipase livre 8,3 58 19245 17865 20625 19236
Lipase imobilizada em 8,8 65,0 416,5 372,1 461,0 4539
POS-PVA ativado GA
Lipase imobilizada em 8,9 58,0 914,6 802,4 1026,9 968,0
POS-PVA ativado EP

*limites relativos ao intervalo de confianca de 95%
**M¢édia de resultados de experimentos feitos em duplicata
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4.4.3. Parametros cinéticos da lipase AK livre e imobilizada em POS-PVA

Nas condigdes estabelecidas para cada sistema enzimatico estudado, foram realizados
experimentos para determinacdo dos parametros cinéticos. Para tanto, determinou-se a
atividade hidrolitica da enzima em fun¢@o da concentragdo da concentragdao de acidos graxos
presentes na emulsdo 6leo e dgua, contendo diferentes propor¢des de azeite de oliva (10-50%
m/v).

Os resultados obtidos sdo apresentados nas Figuras 4.12 (a-c) e sugerem que a
atividade de todas as preparagdes de lipase em fun¢do da concentragdo de substrato seguiu
uma cinética do tipo Michaelis-Menten. Verifica-se ainda que, na faixa de concentragdes
estudada, ndo foi constatado qualquer evidéncia de inibi¢ao pelos produtos da reagao (glicerol

e acidos graxos livres).
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Figura 4.12. Atividades hidroliticas da lipase livre (a) e imobilizada em POS-PVA ativado
com glutaraldeido (b) e epicloridrina (c) em funcdo da concentragdo de substrato (expressa em
conteudo total de acidos graxos contidos em emulsdes azeite de oliva/ dgua) nas condigdes
previamente estabelecidas.

Tomando-se por base os resultados apresentados nas Figuras 4.12 e empregando-se a
equacao de Michaelis-Menten, foram determinados os parametros cinéticos correspondentes a
cada preparagdo enzimatica (Tabela 4.15). A andlise dos dados indica a influéncia do agente
de ativacdo do suporte na cinética da hidrélise do azeite de oliva catalisada pelos sistemas
estudados. Os resultados revelam que a imobiliza¢do da lipase Pseudomonas fluorescens no
suporte ativado com glutaraldeido resultou em uma redu¢do da afinidade enzima-substrato

(maior valor de Km), enquanto que este efeito ndo foi verificado na imobilizacdo da enzima
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no suporte ativado com epicloridrina. Este comportamento pode estar relacionado com as
diferentes intera¢des enzima-suporte para cada um dos sistemas imobilizados, conforme ja
discutido nas secgOes anteriores. Segundo Georgio e Hubbell (1993), as caracteristicas
cinéticas da enzima imobilizada sdo afetadas por efeitos que dependem do processo de
imobilizacdo. Ainda segundo estes autores, trés formas de interacdo podem ser distingiiidas:
(1) a ligag@o da proteina na matriz pode resultar em mudancas conformacionais que afetam a
funcdo catalitica; (2) o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima pode ser afetado por
impedimento estérico do suporte e; (3) as propriedades do suporte, como sua natureza
hidrofilica ou hidrofébica, ou a presenca de cargas fixas que afetam o modo de acdo da

enzima.

Tabela 4.15. Parametros cinéticos da enzima livre e dos sistemas imobilizados

Enzima Km (mM) Vmax (umol/mg min)
Livre 328,8 26965,6
Imobilizada (GA) 400,9 633,1
Imobilizada (EP) 293,1 1169,2

Os dados obtidos nesta se¢do permitiram definir as caracteristicas bioquimicas e
cinéticas da lipase de AK imobilizada em POS-PVA. O conjunto de ferramentas estatisticas e
matematicas denominado “superficie de resposta” foi bastante util para efetuar esse estudo,
permitindo ainda que se facam inferéncias sobre a influéncia de varidveis importantes que
afetam a atividade biocatalitica da enzima. Os modelos estatisticos compostos foram capazes
de explicar a variacdo na atividade da lipase Pseudomonas fluorescens em fungdo das
variaveis estudadas. Pela analise dos modelos obtidos, as condi¢des estabelecidas para cada
sistema foram: a) enzima livre — pH 8,3 e 58°C; b) enzima imobilizada em POS-PVA ativado
com glutaraldeido — pH 8,8 e 65°C; c¢) enzima imobilizada em POS-PVA ativado com
epicloridrina — pH 8,9 e 58°C.

O comportamento cinético da enzima livre e dos derivados imobilizados foi explicado
pela equacdo de Michaelis-Menten. O uso de epicloridrina como agente de ativacdo do
suporte POS-PVA resultou em um sistema imobilizado com maior afinidade pelo substrato
quando comparado com a enzima livre ou imobilizada em POS-PVA ativado com

glutaraldeido.
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4.4.4. Influéncia do agente de ativacdo do suporte nas propriedades morfologicas da
lipase AK imobilizada em POS-PVA

4.4.4.1. Raio-X

Da literatura, sabe-se que as proteinas apresentam regularidade no sequenciamento de
suas moléculas, o que permite associa-las a materiais cristalinos (KARLSON, 1970). Varias
enzimas tém sido obtidas na sua forma cristalina e a seqiiéncia de aminoacidos, bem como a
estrutura tridimensional determinadas por cristalografia de raio-X (DALLA VECCHIA;
NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Os difratogramas da lipase livre e dos derivados

imobilizados sdo apresentados nas Figuras 4.13 (a-c).
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Figura 4.13. Difratogramas referentes a lipase AK livre (a) e lipase imobilizada em
POS-PVA ativado com glutaraldeido (b) e epicloridrina (c).
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Pode-se observar que a lipase AK livre apresentou um difratograma caracteristico de
material cristalino (Figura 4.13a) pela existéncia de picos estreitos e definidos (NAGATA et
al., 2001). Com relacao aos difratogramas obtidos para os sistemas imobilizados (Figuras 4.13
b, c), destaca-se que, os picos caracteristicos da lipase aparecem em ambos os casos, sendo
mais intensos quando a epicloridrina foi empregada para modificar a superficie do suporte,
sugerindo uma melhor eficiéncia deste agente de ativacdo no processo de imobilizacdo. Além
disso, os picos observados no sistema ativado com glutaraldeido (Figura 4.13b) ndo sdo mais
identificados no derivado imobilizado, provavelmente devido a ligagdo covalente entre

enzima e o grupo proveniente do agente de ativagao.
4.4.4.2. Microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As Figuras 4.14 (a-d) mostram as micrografias dos suportes ativados e derivados

imobilizados com ampliagdo em torno de 500 vezes.
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Figura 4.14. Micrografias obtidas pelo modo elétrons secundarios referentes ao suporte
ativado com glutaraldeido (a), da lipase AK imobilizada em POS-PVA ativado com
glutaraldeido (b), do suporte ativado com epicloridrina (c) e da lipase AK imobilizada em
POS-PVA, ativado com epicloridrina (d).
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As imagens geradas por MEV apontam para aglomerados da lipase sobre a superficie
do suporte, ndo sendo possivel verificar diferengas visuais de recobrimento para cada sistema
imobilizado, sugerindo que independente do tipo de agente de ativagdo usado, a ligacdao da
lipase AK com o suporte ocorreu de forma eficiente.

Os resultados obtidos por MEV referentes aos sistemas imobilizados foram
complementados por espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) obtendo-se, desta
forma, informacdes de composicdes atomicas de elementos que compde os materiais. Neste
sentido, para cada amostra selecionaram-se regides com o intuito de identificar diferencas
elementais entre a lipase livre e a lipase imobilizada em POS-PVA ativado com glutaraldeido
e epicloridrina. Na Tabela 4.16 ¢ mostrada a composi¢cdo massica elementar da lipase livre,

bem como dos derivados imobilizados.

Tabela 4.16. Composi¢ao elementar da varredura da area da lipase AK imobilizada em POS-
PVA ativado com glutaraldeido e epicloridrina por EDS.

Lipase AK livre Lipase AK imobilizada | Lipase AK imobilizada
em POS-PVA ativado em POS-PVA ativado
Elemento , . c e
com glutaraldeido com epicloridrina
Porcentagem (%) Porcentagem (%) Porcentagem (%)
Massica | Atdmica Maéssica Atdmica Maissica Atomica
O 18,86 30,93 43,27 57,60 41,32 55,65
Na 21,23 24,22 4,15 3,85 2,88 2,70
Al 0,91 0,89 - - - -
Si 2,02 1,89 4431 33,59 48,50 37,21
Cl 55,78 41,27 8,27 4,97 7,29 4,43
K 0,61 0,41 - - - -
Ca 0,59 0,38 - - - -
Total 100,00 100,00 100,00

Os resultados obtidos por EDS indicam que o percentual de silicio para os derivados
imobilizados foi maior quando comparado com a lipase livre, devido a presenga do suporte na
area analisada. Tratando-se de uma técnica de analise superficial, o aumento do teor de silicio

e oxigénio sugere que houve a ligagdo suporte/ enzima.
4.4.4.3. Estabilidade Térmica

Visando-se verificar a estabilidade térmica dos sistemas imobilizados em relagdo a
enzima livre, procedeu-se a analise dos sistemas enzimaticos por Calorimetria Diferencial de

Varredura (DSC) e as curvas obtidas sdo apresentadas nas Figuras 4.15 (a-c). A curva
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correspondente a enzima (Figura 4.15 a) apresenta dois picos endotérmicos: um em 120°C e
outro em 208°C. Enquanto o primeiro pico corresponde a perda de agua, tanto livre como
ligada a enzima, o segundo pico corresponde a desnaturagdo da proteina. De fato, sabe-se que
a desnaturagdo das proteinas corresponde a transi¢do de um estado altamente ordenado para
outro menos ordenado. Trata-se de um processo fortemente endotérmico no qual, de forma
analoga a fusdo, ha destruicdo da estrutura cristalina do material, com a quebra das ligagdes de
valéncia secundaria, que estabilizam a proteina em sua conformacao primitiva (KARLSON,
1970). Na curva representativa da enzima livre identifica-se ainda um pico exotérmico a
270,04° C, que caracteriza o rompimento das ligagdes quimicas da molécula da enzima.

Com relagdo aos derivados imobilizados (Figuras 4.15 b,c), as curvas obtidas mostram
que houve um deslocamento dos picos endotérmicos correspondentes a desnaturagdo da
enzima para temperaturas mais elevadas (aproximadamente 253°C) em relagcdo com a enzima
livre, o que demonstra que o procedimento de imobilizacdo conferiu a lipase maior
estabilidade térmica. Nota-se também que o aumento na temperatura de desnaturacdo foi
similar para ambos sistemas imobilizados estudados (POS-PVA ativado com glutaraldeido e
epicloridrina), indicando que o aumento da estabilidade térmica da enzima foi independente

do agente de ativagdo empregado.
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Figura 4.15. Curvas caracteristicas obtidas por DSC para a lipase livre (a) e imobilizada em
suporte POS-PV A ativado com glutaraldeido (b) e epicloridrina (c).
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4.5. Influéncia da razio molar o6leo/ etanol e temperatura na sintese de biodiesel
utilizando a lipase AK imobilizada em POS-PVA

Utilizando-se a lipase AK imobilizada em POS-PVA ativado com epicloridrina foram
realizados ensaios visando estabelecer condigdes operacionais adequadas para obtengdo de
rendimentos e produtividades mais elevados na sintese de biodiesel. Os experimentos foram
realizados empregando uma massa fixa de derivado imobilizado, reduzindo-se a razao molar
6leo/ etanol de 1:18 para 1:9 e aumentando-se a temperatura de 40 para 58°C. As reacdes
foram conduzidas por um periodo maximo de 72 h.

As Figuras 4.16 e 4.17 apresentam os valores de rendimento de transesterificagdo em

fungdo do tempo de reagdo para os ensaios realizados.
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Figura 4.16. Influéncia da razdo molar 4lcool/6leo no rendimento de transesterificagdo do
6leo de palma com etanol ( temperatura de reacao 40°C)

A redugdo da razdo molar 6leo/etanol promoveu um decréscimo na concentragcdo de
monoésteres no meio reacional. O valor total em porcentagem massica dos ésteres obtidos em
24 h foi da ordem de 28,62% correspondendo a um rendimento de transesterificacdo de
48,61%. Esses valores ficaram praticamente inalterados até ao final da reacdo (72 h),
indicando uma interrup¢do da reag¢do, provavelmente devido a limitacdo de etanol no meio
reacional. Comparando-se este resultado ao obtido na rea¢do efetuada com o substrato na

razdo molar de etanol/6leo =18, verifica-se que o excesso de etanol duplicou o rendimneto de
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transesterificacdo. Esses resultados também revelam que o sistema imobilizado utilizado nao
foi tdo suscetivel aos efeitos de inibicdo normalmente observados para lipases de diferentes
fontes em meios altamente polares, como os meios reacionais constituidos por etanol
(URIOSTE, 2004; MOREIRA et al, 2006).

Por outro lado, o aumento da temperatura de reagdo de 40 para 58°C foi altamente
benéfico ao processo, correspondendo a um aumento da velocidade de reagdo por unidade de
enzima. A Figura 4.17 apresenta os rendimentos de transesterificagdo obtidos em funcio do
tempo de reacdo catalisada pela lipase AK imobilizada em diferentes temperaturas de
incubagdo. A andlise dessa figura revela que o aumento de temperatura forneceu maior
conversao de ésteres de etila em menor tempo de reagdo. Utilizando-se a temperatura de 40°C,
foram necessarias 72h para atingir o mesmo rendimento (98,40%) obtido a 58 °C, em 24h de

reacao.
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Figura 4.17. Rendimento de reacdo de transesterificacio do Oleo de palma com etanol
catalisada por lipase AK imobilizada (razdo molar o6leo/ etanol 1:18) sob diferentes
temperaturas (40 e 58°C).

Complementando as informagdes obtidas nessa série de experimentos, foram também
analisadas as viscosidades dos produtos obtidos apds a etapa de purificacdo. A Tabela 4.17
aponta os valores de rendimento e viscosidade do produto final. Verifica-se que os valores de
viscosidade cinematica obtidos estdo coerentes com os respectivos valores de rendimento de

transesterificagdo. Sabe-se que maiores conversdes correspondem a menores viscosidades

(COSTA NETO, 2002).
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Tabela 4.17. Valores de viscosidade e rendimento obtidos nos ensaios realizados com a lipase
AK imobilizada em POS-PVA ativado com epicloridrina.

Temperatura Razio Molar Rendimento de Viscosidade Cinematica
°C (6leo: etanol) transesterificaciao (25 °C, ¢St)
(Y%o)
40* 1:18 99,40 8,52+ 0,65
40* 1:9 48,30 14,80 + 0,98
58+ 1:18 97,95 8,50+ 0,12

* calculo efetuado em 72 h de reacédo
** calculo efetuado em 24 h de reagéo

Desta forma, confirma-se que a composicdo do meio reacional (6leo de palma e
etanol) na razao molar 1:9 ndo foi eficiente para obtengdo de biodiesel, apresentando o menor
rendimento (48,30%) e valores elevados de viscosidade do produto purificado (14,80 cSt).

As viscosidades dos produtos obtidos nas reagdes conduzidas em meios compostos
numa razao molar 6leo/etanol (1:18) foram similares da ordem de 8,50 cSt, independente da
temperatura de incubacdo, confirmando a direta proporcionalidade entre conversao em ésteres

e viscosidade.

4.6. Estabilidade operacional do sistema imobilizado

No desenvolvimento de processos com enzimas imobilizadas, um dos parametros de
fundamental importdncia ¢ a estabilidade operacional. Os processos com enzimas
imobilizadas somente serdo mais econdmicos que o com enzima imobilizada e outros, desde
que se consiga um tempo de meia vida suficientemente longo para a enzima imobilizada.
Neste caso, haveria uma redugcdo no custo operacional do processo advindo do menor
consumo de enzima e a possibilidade de reutilizacdo do biocatalisador (ZANIN, MORAES,
2004).

O estudo da estabilidade operacional da lipase AK imobilizada em POS-POS-PVA foi
realizado em regime de bateladas consecutivas (24h, 40 °C, 150 rpm), conforme metodologia
descrita no item 3.3.5.8. A atividade de transesterificacdo do derivado imobilizado de lipase
foi determinada pela formagdo dos ésteres de etila a partir da reacdo do 6leo de palma (6g)
com etanol (6 g) a 40°C, com massa seca de enzima de 2,5 g. As concentragdes massicas dos

ésteres formados ao final de cada reciclo ¢ mostrada na Figura 4.18.
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Figura 4.18. Porcentagem madssica total de ésteres de etila em funcdo do numero de reciclos.

No final do primeiro ciclo, a concentragao massica dos ésteres no meio reacional foi de
43,94%, o que correspondeu a um rendimento de transesterificagdo de 85%. Nas bateladas
seguintes, a producdo de ésteres foi gradativamente reduzida atingindo uma concentragdo
massica de 28,47% (rendimento= 55,07%) ao final do terceiro reciclo (72h), revelando um
tempo de meio-vida do biocatalisador de 88 h. Esse fato foi associado a perda significativa de
massa (40%) do sistema imobilizado entre bateladas consecutivas.

Para superar esse problema, um novo experimento foi realizado adotando um reator
provido de uma cesta construida em tela de ago inox, malha 100 (0,147 mm), com altura de 65
mm ¢ didmetro de 12 mm, a qual foi colocada na parte superior do reator batelada. Entre as
bateladas, a lipase imobilizada foi lavada com hexano, para a remog¢do dos reagentes e/ou
produtos eventualmente retidos no suporte. Ap6s uma hora, tempo necessario para evaporacao
do solvente, a lipase imobilizada foi reutilizada em uma outra reagdo com um novo substrato,
na mesma concentracdo do utilizado na reagao anterior. Ao final de cada ciclo, foi analisado o
teor de produto formado.

Os resultados obtidos sdo mostrados na Figura 4.19 em termos de atividade de
transesterificagdo ao final de cada reciclo. Nessas novas condi¢des, verificou-se que a lipase
imobilizada manteve sua atividade original por 48 h (2 ciclos de 24 h). Apos este periodo,
uma redugdo média de 25 % na porcentagem de conversdo dos reagentes, revelando um tempo
de meia-vida do biocatalisador de 163 h. Esses resultados s3o similares aos obtidos para
outras fontes de lipases imobilizadas nesse tipo de suporte e indicam a viabilidade do

biocatalisador para a sintese proposta (BRAGA; De CASTRO, 2005).
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Figura 4.19. Estabilidade operacional da lipase AK imobilizada em POS-PVA, em bateladas
consecutivas, na transesterificacdo do 6leo de palma com etanol a 40 °C.

4.7. Reacao nas condicOes operacionais estabelecidas

Com base nos resultados obtidos, foram estabelecidas as condi¢des mais adequadas

para a sintese de biodiesel a partir do 6leo de palma e etanol, das quais se destacam:

» Razao molar: etanol/ 6leo = 18
» Biocatalisador: Lipase AK (Pseudomonas fluorescens) imobilizada em POS-
PVA ativado com epicloridrina

» Temperatura: 58 °C

Adotando essas condigdes, foram ainda realizados testes cataliticos visando determinar
comportamento do biocatalisador selecionado em um reator com mesma geometria, porém
com maior volume util de trabalho.

Esse ensaio foi efetuado com uma massa total de reagentes de 50 g nas condigdes
anteriormente descritas (item 3.3.4.3). O monitoramento dessa reacdo foi efetuado pela
determinagdo dos ésteres etilicos formados (Figura 4.20) e viscosidade cinemadtica (Figura

4.21) em amostras retiradas em intervalos de 4 h por um periodo méximo de 24 h.
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Figura 4.20. Perfil da reagdo de transesterificacdo do o6leo de palma com etanol nas
condi¢des estabelecidas (razao molar etanol/6leo = 18, temperatura 58°C).
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Figura 4.21. Viscosidade x Rendimento em ésteres de etila na transesterificacdo enzimatica
do 6leo de palma.
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Avaliando-se os dados obtidos (Figuras 4.20 e 4.21), observa-se que o aumento do
volume do reator ndo interferiu no desempenho do sistema imobilizado. Verifica-se ainda que
tanto a viscosidade como o rendimento, atingiram valores altamente satisfatorios para o uso
do produto final como combustivel.

A Figura 4.22 ilustra fotografias das amostras do 6leo de palma e do biodiesel apds a
etapa de purificagdo, respectivamente. Visualmente, podem ser observadas as modifica¢des

nas propriedades do 6leo vegetal apos a transesterificagao enzimatica.

Oleo
de
palma

Biodiesel

Figura 4.22. Amostras do 6leo de palma e do biodiesel obtido por trnasensterificacido
enzimatica.

As propriedades do biodiesel como viscosidade cinematica, o rendimento global, a
densidade e umidade foram determinadas. Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela
4.18, que também apresenta as especificagdes dadas Agéncia Nacional de Petroleo (ANP)
para o uso do biodiesel como combustivel. Verifica-se que as propriedades avaliadas estdao
dentro da faixa especificadas pela ANP. Estes resultados indicam a potencialidade de
produgdo do biodiesel pelo processo proposto neste trabalho. Além disso, a possibilidade de
recuperagao do biocatalisador para uso em bateladas consecutivas, pode tornar o processo

atrativo economicamente.

Tabela 4.18. Propriedades do biodiesel obtido e as especificagdes da ANP

Propriedades Especificacoes ANP Biodiesel obtido
Viscosidade (40°C cSt) 3,9-5,6 4,34
Rendimento global 94,3 96,5
Densidade (25°C) 0,8-0,95 0,80

Umidade (%) 0,05 0,02
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Para a complementacio deste trabalho foram ainda realizadas as anélises de RMN "°C,
que confirmaram a eficiéncia dos processos de transesterificacdo enzimatica e de purificagdo
do produto (remocao do glicerol). Os espectros referentes ao 6leo de palma e biodiesel obtido

sdao mostrados nas Figuras 4.23 (a,b).
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Figura 4.23. Espectros de RMN B¢ (0-200 ppm) do dleo de palma (a) e biodiesel (b).
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O deslocamento quimico 69,1 ppm registrado no espectro do dleo, revela a presenca
do grupamento (CH) do glicerol nas moléculas de triglicerideo confirmado por RMN *C
(APT- Attached Proton Test). A auséncia deste pico no espectro do biodiesel evidencia a
formagdo dos respectivos ésteres. Os picos registrados em =173ppm, sdo caracteristicos de
carbonilas de ésteres; os deslocamentos quimicos na faixa de 128-130 ppm correspondentes as
insaturagdes presentes nas cadeias dos ésteres dos correspondentes acidos graxos; o pico em

60.3 ppm ¢ caracteristico dos -CH, do grupo etoxila.
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5. CONCLUSOES

O biodiesel ¢ um combustivel renovavel obtido pela mistura de 6leos ou gorduras
vegetais ou animais com os alcoois de cadeia curta (metanol ou etanol). Uma das vantagens
do biodiesel em relagdo ao diesel tradicional ¢ que ele ¢ praticamente livre de enxofre. Além
de representar o desenvolvimento de um novo mercado para os 6leos vegetais e gorduras, a
produgdo do biodiesel ird impulsionar o setor de alcool etilico (rota tecnologica utilizada para
a produgdo de biodiesel neste trabalho).

A transesterificacdo quimica utilizando alcalis dos 6leos vegetais ¢ o processo mais
utilizado mundialmente. Entretanto, a transesterificacdo enzimdtica de Oleos vegetais
utilizando lipases, ja demonstra o potencial desta tecnologia na producao do biodiesel.

Nesse contexto, o principal objetivo deste trabalho, foi selecionar o melhor
biocatalisador para ser utilizado na producdo do biodiesel. O processo foi baseado na
transesterificagdo do dleo de palma e etanol, utilizando diferentes fontes de lipases. Os

resultados foram altamente satisfatorios e permitiram as seguintes conclusoes:

e De um universo de seis preparagdoes de lipases de diferentes fontes, a lipase de
Pseudomonas fluorescens (lipase AK) imobilizada em POS-PVA ativado com
glutaraldeido teve um desempenho destacado com relagdo a atividade de
transesterificagdo convertendo 90,90% do 6leo de palma em ésteres etilicos em 72 h

de reacdo, o que correspondeu a uma produtividade de 6,40 mg de biodiesel/g.h.

e O desempenho da lipase selecionada foi fortemente influenciado pelo tipo de
modificacdo quimica efetuado no suporte de imobilizagdo. O uso de epicloridrina
como agente de ativa¢do do suporte, forneceu o derivado imobilizado mais ativo e
estavel em meio organico, possibilitando incrementos expressivos em relagdo atuacao
da lipase imobilizada em POS-PVA ativado com glutaraldeido. Constatou-se um
aumento em oito pontos porcentuais no rendimento de transesterificagdo (99,40%) e
um acréscimo na produtividade de 2 mg/g.h. O uso da enzima na forma livre forneceu
as menores concentragdes de ésteres etilicos, confirmando a necessidade da utilizagao

da enzima na sua forma imobilizada.

e Um estudo das caracteristicas bioquimicas (pH e temperatura) da lipase AK na forma
livrte e imobilizada em POS-PVA ativado com glutaraldeido ou epicloridrina

possibilitou estabelecer de acordo com os modelos estatisticos as condi¢gdes otimizadas
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para cada sistema enzimadtico, conforme a seguir descrito: a) enzima livre — pH 8,3 e
58°C; b) enzima imobilizada em POS-PVA ativado com glutaraldeido — pH 8,8 ¢
65°C; c) enzima imobilizada em POS-PVA ativado com epicloridrina — pH 8,9 e
58°C. O comportamento cinético da enzima livre e dos derivados imobilizados foi
explicado pela equacdo de Michaelis-Menten. O uso de epicloridrina como agente de
ativacdo resultou em um sistema imobilizado com maior afinidade pelo substrato
quando comparado a enzima livre ou imobilizada em POS-PVA ativado com

glutaraldeido.

A 1imobilizacdo da lipase Pseudomonas fluorescens no suporte ativado com
glutaraldeido e epicloridrina foi confirmada pelo emprego de técnicas de
espectroscopia de infravermelho, difratometria de raio-X, microscopia eletronica de
varredura e calorimetria diferencial de varredura. Essas técnicas também
possibilitaram a aquisicdo de resultados que apoiaram hipdteses sobre a ativagdo do
suporte, permitindo verificar a formagcdo de maior quantidade de sitios de ligacao
enzima-suporte ativado com epicloridrina. Explicando desta forma a maior eficiéncia
de imobilizacao obtida quando este composto foi usado para modificar quimicamente
POS-PVA.

A reacdo de transesterificacdo foi fortemente influenciada pela razdo molar etanol/6leo
e temperatura, ¢ de acordo com os resultados foram estabelecidas as seguintes
condi¢gdes de reacdo: razao molar etanol/6leo = 18 e temperatura de 58°C. Nessas
condi¢des obteve-se um rendimento de transesterificacdo praticamente total (98,9%)
em 24 h de reagdo e uma produtividade da ordem de 23,87 g de biodiesel/g.h. Foi
ainda observada uma nitida correlacdo entre a conversdo do oleo em biodiesel e

reducao da viscosidade do meio reacional.

A estabilidade operacional da lipase AK imobilizada em POS-PVA ativado com
epicloridrina na sintese de biodiesel em bateladas consecutivas revelou um tempo de
meia-vida de 163h.

O produto transesterificado apds separacdo e purificacdo apresentou viscosidade de
4,34 cSp, teor de umidade de 0,02% e densidade de 0,8 g/mL que estdo dentro das
especificagdes exigidas pela ANP.
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6. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para complementacdo e aperfeicoamento deste trabalho, algumas propostas para

estudos futuros sdo sugeridas:

1- Avaliar o desempenho do sistema reacional, em termos de conversao,
em outros modelos de reatores, tais como: reatores de coluna de leito fixo e reacoes
assistidas por microondas.

2- Estabelecer método de andlise para quantificagdo dos acidos graxos
totais e livres e das fragdes triglicerideos, diglicerideos e monoglicerideos presentes no

produto transesterificado.

3- Analisar a qualidade da glicerina obtida como subproduto da reagao,
avaliando-se sua utilizagdo como produto com valor agregado.

4- Verificar a estabilidade térmica e oxidativa do biodiesel obtido.

5- Efetuar um estudo econdémico da producdo de biodiesel por via
enzimatica, adotando o processo aqui proposto.
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APENDICES
1. Formulas

1.1. Rendimento em ésteres

_(MoMMe) - Mo=CaMi (b) R=M 100 (o)
MMa Me

Me

Equagdes utilizadas para o célculo de rendimento das reagdes.

Tabela 8.1. Valores referentes aos acidos graxos analisados e ésteres correspondentes, em
relacdo a composi¢do do dleo de palma

Acidos  Oleo de Massa Massa Massa de acido Massa total

Graxos palma molecular molecular presenteem 6 g  ésteres de
(%) Acidos graxos  dos ésteres de de dleo (M) etila

(MM,) etila (MM,) esperada
Cl12 0,10 200,32 229,32 0,005 0,006
Cl4 1,20 228,37 257,37 0,070 0,079
Cl6 46,80 256,42 285,42 2,752 3,053
C18 3,80 284,47 313,47 0,223 0,245
C18:1 37,60 280,44 309,44 2,211 2,430
C18:2 10 280,44 308,44 0,58 0,64
Total 89,5 310,5 339,5 5,197 5,815

Calculo baseado em massa inicial de 6leo de palma igual a 6 gramas.

1.2. Rendimento global de reagdo

n = Mb x 100
Mo

Mb- massa da fase biodiesel em gramas.
Mo- massa de dleo utilizada em gramas.

1.3. Produtividade
p=Le
t

Ce- Concentragdao massica em ésteres de etila, mg/g.
t- Tempo em horas.



2. Dados da determinacao da densidade

a) oOleo de palma

Massa (g)

b)

Massa (g)

0457 y=0,0181+0,754x
0,40+
0,35—-
0,30 '
025. =

0,20—- .
0,15—-

0,10- .

0,05 a T T T T T T T

0,1 0,2 0,3 0.4

Volume (mL)

biodiesel (temperatura 25°C)

0,8
y=0,00125+0,80257x
0,6

0,4

0,2 1

0,5

0,6

0,0 —_—
0.1 0,2 0,3 0,4

Volume (mL)

0,5

0,6
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3. Dados referentes aos testes de etandlise do oleo de palma empregando lipase
pancreatica

Materiais:

-6,17g de etanol

-6,14 g de dleo de palma

-2,53 g LPP imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 15%
Atividade enzimdtica = 282,24 U/g

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h 96h
Laurico C12 0,01 0,07 0,08 0,14
Miristico C14 0,48 0,14 | 0,252 0,25
Palmitico C16 2,39 4,48 4,16 4,38
Estearico C18 0,36 0,41 0,47 0,50
Oleico C18:1 1,84 3,46 3,75 3,83
Total 5,08 8,56 8,71 9,1
Rendimento 11,71 19,39 | 19,74 | 20,62
Materiais:
-6,02¢g de etanol

-6,03 g de 6leo de palma

-2,74 g de LPP imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 16%
Atividade enzimatica =271,31 U/g

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h 96h
Laurico C12 0,21 0,00 0,09 0,12
Miristico C14 0,09 0,29 0,33 0,31
Palmitico C16 2,12 2,90 2,81 2,95
Estearico C18 0,32 0,50 0,98 0,92
Oleico C18:1 2,11 3,17 3,50 3,41
Total 4,85 6,86 7,71 7,71
Rendimento 10,95 1549 | 1741 | 17,41




4. Dados referentes aos testes de etandlise do 6leo palma empregando Lipolase
Materiais:

6,03 g de etanol

6,05 g de 6leo de palma

2,57 g de Lipolase imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 12%
Atividade enzimatica = 728,12 U/mg

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mlL.

Acidos graxos Esteres de etila (%, m/m)
24h 48h 72h 96h
Laurico C12 0,60 0,30 0,20 0,40

Miristico C14 0,00 0,20 0,00 0,00

Palmitico C16 12,80 | 16,70 | 14,20 | 15,60

Estearico C18 0,50 0,70 1,00 1,70

Oléico C18:1 4,90 6,90 9,90 | 10,00

Total 18,80 | 24,80 | 25,30 | 27,70

Rendimento 42,42 | 55,96 | 57,09 | 62,50

Materiais:

-6,01g de etanol

-6,00g de 6leo de palma

-2,58 g de Lipolase POS PVA (massa seca), umidade 16%
Atividade enzimatica == 718,43 U/g

Temperatura de 40 °C, agitagcdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h 96h

Acido graxos

Laurico C12 0,70 0,40 0,30 0,40

Miristico C14 0,00 0,00 0,00 0,00

Palmitico C16 12,70 | 13,70 | 17,60 | 18,10

Estearico C18 0,60 0,70 0,50 0,60
Oleico C18:1 5,90 7,40 5,00 6,40
Total 20,00 | 22,50 | 23,40 | 25,50

Rendimento 45,01 | 50,22 | 52,93 | 57,68
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5. Dados referentes aos testes de etanolise do 6leo palma empregando Lipase AK.

Materiais:

6,21¢g de etanol

6,27 g de 6leo de palma

2,9 g de AK imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 16%
Atividade enzimatica = 764,80 U/g

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mlL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h 96h
Laurico C12 0,00 0,20 0,10 0,20
Miristico C14 0,20 0,10 0,40 0,40
Palmitico C16 13,40 15,40 | 21,10 | 21,30
Estearico C18 1,10 1,30 1,60 1,80
Oleico C18:1 12,40 15,30 | 17,30 | 18,80
Total 27,09 32,30 | 40,48 | 42,50
Rendimento 60,73 72,65 | 91,10 | 95,60
Materiais:
6,4g de etanol

6,6g de oleo de palma

2,91g de AK imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 16%
Atividade enzimatica = 801,57 U/g

Temperatura de 40 °C, agitacdo magnética, reator de 25mL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h 96h
Laurico C12 0,28 0,21 0,17 0,12
Miristico C14 0,55 0,61 0,89 1,14
Palmitico C16 13,11 14,06 | 18,31 | 18,46
Estearico C18 4,39 5,24 6,82 7,53
Oleico C18:1 10,84 11,03 | 17,00 | 18,35
Linoleato C18:2 1,85 2,12 2,94 3,03
Total 31,02 33,27 | 46,13 | 48,63
Rendimento 61,10 65,53 | 90,86 | 95,78
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6. Dados referentes aos testes de etanolise do 6leo palma empregando Lipase G.

Materiais:

-6,14g de etanol

-6,11g de 6leo de palma

-2,41g de Lipase G imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 16%
-Atividade enzimatica = 51,45 U/g

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h 96h
Laurico C12 0,09 0,08 0,05 | 0,032
Miristico C14 0,08 0,09 | 0,032 | 0,029
Palmitico C16 0,61 0,59 1,5 1,67
Estedrico C18 0,01 0,01 0,01 0,01
Oleico C18:1 0,41 0,67 0,85 0,72
Total 1,20 1,44 3,43 3,45
Rendimento 2,72 3,26 7,78 7,82
Materiais:
-6,22¢g de etanol
-6,25g de dleo de palma

-2,71 g de Lipase G imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 16%
-Atividade enzimatica = 39,76 U/g
Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h
Laurico C12 0,00 0,00 0,00
Miristico C14 0,01 0,05 0,05
Palmitico C16 0,43 0,69 0,99
Estearico C18 0,00 0,00 0,00
Oleico C18:1 0,53 0,51 0,79
Linoleato C18:2 0,09 0,00 0,00
Total 0,97 1,25 1,82
Rendimento 2,19 2,82 6,38
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7. Dados referentes aos testes de etanolise do 6leo palma empregando Lipase CALB L.
Materiais:

-6,15 g de etanol

-6,18g de dleo de palma

-2,42 g de CALB L imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 13%
-Atividade enzimatica = 55,19 U/g

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mlL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m%)

24h 48h 72h

Laurico C12 0,00 0,00 0,07
Miristico C14 0,04 0,048 0,21
Palmitico C16 1,72 2,076 1,93
Estearico C18 0,00 0,00 0,00
Oleico C18:1 1,84 2,68 4,65
Total 3,6 4,80 6,87
Rendimento 8,12 10,83 10,96

Materiais:

-6,17 g de etanol

-6,85 g de dleo de palma

-2,75 g de CALB L imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 14%
-Atividade enzimatica = 47,84 U/g

Temperatura de 40 °C, agitagcdo magnética, reator de 25mL.

Acidos graxos Esteres de etila (m/m%)
24h 48h 72h

Laurico C12 0,00 0,00 0,00
Miristico C14 0,40 0,28 0,09
Palmitico C16 2,57 2,46 2,46
Estearico C18 0,00 0,00 0,00
Oleico C18:1 0,26 0,79 2,85

Linoleato C18:2 0,56 1,37 0,55

Total 3,79 4,90 5,95

Rendimento 7,20 9,31 10,26




8. Dados referentes aos testes de etanolise do 6leo palma empregando Lipase PS.

Materiais:

-6,21g de etanol

-6,22g de 6leo de palma

-2,5 g de Lipase PS imobilizada POS PV A (massa seca), umidade 12%
Atividade enzimatica =911 U/mg

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25 mL

Acidos graxos Esteres de etila (m/m %)
24h 48h 72h 96h
Laurico C12 0,40 0,1 0,20 0,40
Miristico C14 0,20 0,40 0,40 0,50
Palmitico C16 10,40 13,40 | 10,70 | 12,50
Estearico C18 3,10 0,00 3,60 1,30
Oleico C18:1 12,50 18,10 | 19,70 | 21,00
Total 26,60 32,00 | 34,52 | 35,70
Rendimento 60,07 72,27 | 78,23 | 80,62
Materiais:
-6,00g de etanol

-6,7 g de 6leo de palma

-2,5 g de PS imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 12%
Atividade enzimatica = 988 U/mg

Temperatura de 40 °C, agitagcdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)

Acidos graxos 24h 48h | 72h 96h
Laurico C12 0,00 0,00 0,20 0,10
Miristico C14 0,20 0,20 0,30 1,20
Palmitico C16 9,50 13,50 | 10,20 9,90
Estedrico C18 2,50 2,30 3,40 3,60
Oleico C18:1 11,40 | 14,20 | 16,00 19,10
Total 23,60 | 30,20 | 30,10 33,90
Rendimento 56,45 | 72,24 | 72,00 81,09

111



112

9. Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de palma empregando lipase AK
livre, razao molar 1:18.

Materiais:

-6,47 g de etanol

-6,84 g de dleo de palma

-0,32 g de AK livre (massa seca), umidade 7,31%
Atividade enzimatica = 6699 U/mg

Temperatura de 40 °C, agitacdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)
Acidos graxos 24h 48h 72h
Laurico C12 0,22 0,35 0,00
Miristico C14 0,18 0,31 0,33
Palmitico C16 7,12 6,93 10,29
Estearico C18 0,95 1,07 1,50
Oleico C18:1 3,97 4,14 5,93
Linoleico C 18:2 0,75 0,73 1,01
Total 13,19 13,53 19,06
Rendimento 25,66 26,33 35,12
Materiais:
-6,60 g de etanol
-6,62 g de 6leo de palma

-0,36 g de AK livre (massa seca), umidade 8,57%, Atividade enzimatica = 6148 U/mg
Temperatura de 40 °C, agitacdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)

Acidos graxos 24h 48h 72h
Laurico C12 0,11 0,19 0,18
Miristico C14 0,48 0,09 0,52
Palmitico C16 5,77 7,95 10,54
Estearico C18 0,00 4,37 5,34
Oleico C18:1 3,88 3,06 4,30
Linoleico C 18:2 0,80 9,79 1,22
Total 11,04 16,39 22,10
Rendimento 22,05 32,72 41,69
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10. Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de palma utilizando a lipase AK
imobilizada em suporte ativado com epicloridrina, razio molar 1:18.

Materiais:

-6,40 g de etanol
-6,15 g de dleo de palma
- 2,5 g de AK imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 3,6%.

Atividade enzimatica = 926,58 U/mg
Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mlL.

Esteres de etila (m/m %)
Acidos graxos 24h 48h 72h
Laurico C12 0,12 0,13 0,20
Miristico C14 0,67 0,57 0,49
Palmitico C16 10,18 13,15 16,09
Estearico C18 3,62 6,07 6,82
Oleico C18:1 14,07 18,78 23,35
Total 28,66 38,70 46,95
Rendimento 63,89 82,27 98,82
Materiais:

-6,55 g de etanol

-6,47 g de dleo de palma

- 2,5 g de AK imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 2,5%.
Atividade enzimatica = 957,21 U/mg

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)

Acidos graxos 24h 48h 72h
Laurico C12 0,19 0,26 0,38
Miristico C14 0,31 0,50 0,55
Palmitico C16 16,66 18,13 20,51
Estearico C18 4,36 4,15 4,27
Oleico C18:1 15,04 21,36 28,40
Linoleico C 18:2 2,36 3,37 4,67
Total 33,92 42,77 53,78
Rendimento 68,26 86,06 100
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11. Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de palma utilizando a lipase AK
imobilizada em suporte ativado com epicloridrina, razio molar 6leo/etanol 1:9.

Materiais:

- 6 g de etanol

-12 g de 6leo de palma

- 3,65 g de AK imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 3,6%.
Atividade enzimatica = 879,51 U/mg

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)

Acidos graxos 24h 48h | 72h | 96h
Laurico C12 0,16 0,17 0,21 0,18
Miristico C14 0,61 0,55 0,53 0,54
Palmitico C16 18,94 | 18,67 | 18,91 | 18,45
Estearico C18 2,35 2,49 2,54 2,67
Oleico C18:1 6,56 6,93 7,01 6,98
Total 28,62 28,81 |29,07 | 28,82
Rendimento 48,61 48,84 | 49,50 | 48,85

Materiais:

-3,20 g de etanol

-6,24 g de dleo de palma

-1,85 g de AK imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 2,5%.
Atividade enzimatica = 890,88 U/mg

Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

, Esteres de etila (m/m %)
Acidos graxos 24h 48h 72h 96h

Laurico C12 0,09 0,11 0,16 0,14

Miristico C14 0,26 0,29 0,92 0,87

Palmitico C16 16,22 15,79 [17,96 |17,42

Estearico C18 4,46 4,78 4,87 4,36

Oleico C18:1 6,94 7,14 7,23 7,12

Linoleico C 18:2 | 2,35 2,37 3,19 2,93

Total 30,32 30,48 | 34,33 | 32,84

Rendimento 45,87 46,11 | 47,11 | 45,25
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12. Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de palma em bateladas consecutivas

Materiais:

Biocatalisador: AK imobilizada em POSPVA ativado Epicloridrina
Massa=135¢g umidade= 5% atividade= 923,63 U/mg
Temperatura de 40 °C, agitagdo magnética, reator de 25mL.

-24 h =3,13g de etanol + 3,55g de 6leo
- Reciclo 1 = 3,83g de etanol + 3,46g de

- 24 h=3,13g de etanol + 3,55g de 6leo
- Reciclo 1 = 3,83g de etanol + 3,46g de

6leo 6leo
- Reciclo 2 = 3,37g de etanol + 3,27g de - Reciclo 2 = 3,37g de etanol + 3,27g de
6leo 6leo
- Reciclo 3 = 3,99¢g de etanol + 3,97g de
6leo
__ Média d'e 2 bateladas % Atividade
Tempo (h) Esteres de etila . .
Rendimento relativa
(m/m %)

24 42,90+1,46 83,40+2,27 100

48 34,77£2,19 67,60+4,78 81,50

72 29,08+0,86 56,54+2,08 67,80

96 17,31£0,00 33,8040,00 40,53

13. Dados referentes aos ensaios de etandlise do 0leo de palma em bateladas consecutivas

utilizando reator provido de cesta.

Materiais:

Biocatalisador: AK imobilizada em POSPVA ativado Epicloridrina
umidade= 4%

Massa=1,87 g

Temperatura de 40 °C, agitagdo mecanica, reator de 25mL.

-24 h =4,24¢ de etanol + 4,74¢g de 6leo

- Reciclo 1 = 3,74g de etanol + 3,93g de dleo
- Reciclo 2 = 3,29¢g de etanol + 3,09g de 6leo
- Reciclo 3 = 3,52g de etanol + 3,50g de dleo
- Reciclo 4= 3,17g de etanol + 4,19g de 6leo

atividade = 923,63 U/mg

Tempo (h) Esteres de etila | Rendimento % Atividade
(m/m %) (%) relativa
24 49,56 98,03 100
48 49,43 90,06 91,87
72 40,25 81,29 82,93
96 33,32 72,68 7428
120 28,43 64,34 65,64
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14. Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de palma (temperatura de 58 °C).

Materiais:

- 3,15 g de etanol

- 3,50 g de 6leo de palma

- 1,40 g de AK imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 4,6%.
Atividade enzimatica = 979,51 U/mg

Temperatura de 58 °C, agitacdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)
Acidos graxos 24h 48h 72h
Laurico C12 0,25 0,31 0,30
Miristico C14 1,19 0,96 0,07
Palmitico C16 25,82 23,20 20,87
Estearico C18 6,64 17,10 22,26
Oleico C18:1 23,39 17,55 14,61
Linoleico C 18:2 4,20 4,26 4,04
Total 57,29 59,13 58,12
Rendimento 98,40 100 99,82

Materiais:

- 6,67 g de etanol

- 6,80 g de o6leo de palma

- 2,78 g de AK imobilizada em POS PV A (massa seca), umidade 4,6%.
Atividade enzimatica = 923,47 U/mg

Temperatura de 58 °C, agitagcdo magnética, reator de 25mL.

Esteres de etila (m/m %)
Acidos graxos 24h 48h 72h
Laurico C12 0,17 0,01 0,20
Miristico C14 0,94 0,16 0,79
Palmitico C16 26,22 27,47 24,51
Estearico C18 5,99 6,16 6,36
Oleico C18:1 21,13 21,70 22,42
Linoleico C 18:2 2,86 11,45 25,03
Total 54,45 55,50 54,28
Rendimento 97,51 99,38 97,20




15. Dados referentes aos ensaios de etandlise do 6leo de palma utilizando reator com

maior volume
Materiais:

- 25,81g de etanol

- 25,4 g de 6leo de palma

- 11,34 g de AK imobilizada em POS PVA (massa seca), umidade 4,6%.

Atividade enzimatica = 927,29 U/mg

Temperatura de 58 °C, agitacdo magnética, reator de 100mL.

Acidos graxos

Esteres de etila (m/m %)

4h 8h 12h 24h

Laurico C12 0,00 0,13 0,11 0,18
Miristico C14 0,14 0,00 1,17 1,05
Palmitico C16 12,73 12,61 | 20,11 | 30,35
Estearico C18 0,00 0,00 4,81 0,10
Oleico C18:1 8,61 9,35 12,10 | 28,18
Linoleato C18:2 1,43 1,49 1,98 3,27
Total 21,48 | 22,09 | 38,30 | 59,77
Rendimento 39,15 | 40,26 | 69,80 100
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16. Estudo reolégico no monitoramento do experimento utilizando maior volume de

meio reacional

Tempo 4h:
Viscosidade Velocidade Torque Tensao de Taxa de
Absoluta (RPM) (%) cisalhamento cisalhamento
(CP) (D/cm?) (1/seg)
5,95 40,00 52,90 12,00 154,00
5,96 45,00 59,00 13,58 172,80
5,98 50,00 65,00 14,78 192,00
5,98 60,00 76,50 17,53 240,51
Tempo de 8 h:
Viscosidade Velocidade Torque Tensio de Taxa de
Absoluta (RPM) (%) cisalhamento cisalhamento
(CP) (D/cm?) (1/seg)
5,87 40,00 51,90 11,96 153,60
5,89 45,00 58,00 13,36 172,80
5,89 50,00 64,00 14,74 192,00
5,90 60,00 75,50 17,39 230,40
Tempo de 12h:
Viscosidade Velocidade Torque Tensao de Taxa de
Absoluta (RPM) (%) cisalhamento cisalhamento
(CP) (D/cm?) (1/seg)
3,95 40,00 33,30 7,67 40,00
3,97 45,00 38,20 8,80 45,00
3,97 50,00 41,60 9,58 50,00
3,98 60,00 50,60 11,66 60,00
Tempo de 24h:
Viscosidade Velocidade Torque Tensao de Taxa de
Absoluta (RPM) (%) cisalhamento cisalhamento
(CP) (D/cm?) (1/seg)
3,53 40,00 38,40 8,84 153,60
3,51 45,00 43,50 10,02 172,80
3,48 50,00 48,20 11,10 192,00
3,47 60,00 57,90 13,33 230,40




17. Valores

de viscosidades absolutas

temperatura de 40 °C.

120

do produto final purificado (biodiesel),

Viscosidade Velocidade Torque Tensao de Taxa de
Absoluta (RPM) (%) cisalhamento cisalhamento
(CP) (D/cm?) (1/seg)
3,42 30,00 28,10 6,47 115,20
3,43 35,00 33,30 7,67 134,40
3,47 40,00 38,50 8,87 153,60
3,48 45,00 43,40 10,00 172,80
3,49 50,00 48,20 11,10 192,00
3,49 60,00 57,80 13,31 230,40
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