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RESUMO

BERNARDES, Otavio Luiz. Produg¢ao de Biodiesel por transestrificagcao
enzimatica de o6leo de soja, 2008. 92 f. Dissertacdo (Mestrado em Quimica
Ambiental) — Instituto de Quimica, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2008.

Neste trabalho, foi investigada a alcodlise do 6leo de soja com alcool
utilizando uma lipase comercial imobilizada (Lipozyme RM IM). As reagdes foram
realizadas em um reator batelada fechado acoplado a um condensador e com
constante agitagdo. Foi determinada a influéncia do alcool (metanol ou etanol),
quantidade de enzima, razdo molar alcool/6leo de soja, solvente e temperatura na
producao de biodiesel. A etandlise do éleo de soja por sucessivas adigdes de alcool
foi investigada. As melhores condigcbes foram obtidas em um sistema livre de
solvente com razdo molar etanol/6leo igual a 3,0, temperatura de 50°C e
concentragdo de enzima de 7% em massa. A etandlise em batelada com 3 adi¢des
sucessivas foi a mais eficiente para a producdo de biodiesel. Nessas condigbes, o
rendimento em ésteres etilicos foi cerca de 55% apds 2h de reacao. A alcodlise de
oleo de soja com metanol e etanol também foi estudada com KOH. O efeito do
alcool (metanol ou etanol), concentragao do catalisador e raz&do molar entre alcool e
oleo de soja foi determinada. O maior rendimento (92%) na alcodlise do 6leo de soja

com KOH foi obtido com metanol.

Palavras-chave: Biodiesel. Lipase. Transesterificagdo. Alcodlise.



ABSTRACT

In this work, enzymatic alcoholysis of soybean oil with alcohol was
investigated using a commercial immobilized lipase (Lipozyme RM IM). Reactions
were carried out in a closed batch reactor with constant stirring and coupled with
condenser. The influence of alcohol (methanol or ethanol), enzyme amount, molar
ratio of alcohol to soybean oil, solvent (n-hexane) and temperature on biodiesel
production was determined. The ethanolysis of soybean oil by successive additions
of ethanol was also investigated. The best conditions were obtained in a solvent-free
system with ethanol/oil molar ratio of 3.0, temperature of 50°C and enzyme
concentration of 7.0% (w/w). Three-step batch ethanolysis was most effective for the
production of biodiesel. In these conditions, ethyl esters yield was about 55% after 2
hours of reaction. Alcoholysis of soybean oil with methanol and ethanol were also
investigated using KOH. The effects of alcohol (methanol or ethanol), catalyst
concentration and molar ratio of alcohol to soybean oil was determined. The highest

yield (92%) in the alcoholysis of soybean oil using KOH was obtained with methanol.

Keywords: Biodiesel. Lipase. Transesterification. Alcoholysis.
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INTRODUCAO

O petroleo foi descoberto em 1859, por George Bissel, no estado da
Pensilvania (Estados Unidos). Em fungédo da sua abundancia, facilidade de produgao
e larga utilizacdo de seus derivados, o petréleo rapidamente ocupou lugar de
destaque no cenario energético. Atualmente, os combustiveis fosseis representam
80% na matriz energética mundial (Biodieselbr.com, 2008).

As diversas crises do petréleo, a sua deplec¢ao, o impacto ambiental gerado
pelo seu consumo e o crescente aumento da populagdo mundial (aumento na
demanda de energia) apontam para a utilizagdo de fontes alternativas de energia.
Os consumidores desejam um combustivel mais limpo que possa reduzir os
prejuizos ao meio ambiente e a saude. Nesse sentido, o biodiesel, que é um
combustivel renovavel, tem se destacado na fungédo de substituto (total ou parcial)
ao diesel de petrdleo.

O biodiesel € uma mistura de ésteres graxos metilicos ou etilicos, obtido a
partir de fontes renovaveis como 6leos vegetais e gordura animal, nao-téxico,
biodegradavel, com perfil de emissdo de diversos poluentes, tais como monoxido de
carbono (CO), material particulado (MP), derivados de enxofre (SOy), mais baixo que
o do diesel, podendo ser utilizado puro ou misturado ao diesel convencional, em
qualquer proporcao, sem necessidade de ajustes no motor. Uma mistura com 2%
em volume de biodiesel em diesel é chamada B-2. Quando puro, é chamado B-100.

O biodiesel € renovavel e n&o contribui para o aquecimento global devido ao
seu ciclo do carbono ser fechado. Isto significa que parte do carbono langado na
atmosfera de origem, principalmente vegetal, retorna através da fotossintese
realizada pelos mesmos. Uma analise do ciclo de vida do biodiesel mostrou que toda
a emissao de CO, foi reduzida em 78% comparada com o diesel de base fossil
(SHEENAN et al. apud GERPEN, 2005). Isto significa que parte do carbono langado
na atmosfera de origem, principalmente vegetal, retorna através da fotossintese
realizada pelos mesmos.

Nas emissdes produzidas pela queima de biodiesel, ha uma significativa
reducdo na emissdo de fuligem, monoxido de carbono (CO), hidrocarbonetos
aromaticos e poliaromaticos (PAH) e 6xidos de enxofre (SOx). Sendo que para esse
ultimo grupo, sua producéao é praticamente nula, o que reduz a possivel produgao de
chuva acida (SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; FUKUDA, KONDO e NODA, 2001).
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A producdo mundial de biodiesel ja supera 1,5 milhdes de toneladas/ano, na
qual se destacam paises como Alemanha, Franga, Estados Unidos, Bélgica e Italia
(Carbono Brasil, 2008). O Brasil se destaca entre as economias industrializadas pela
elevada participagdo das fontes renovaveis em sua matriz energética. Isso se
explica por alguns privilégios da natureza, como uma bacia hidrografica contando
com varios rios de planalto, fundamental para a produgéo de eletricidade (14%), e o
fato de ser o maior pais tropical do mundo, um diferencial positivo para a produgéo
de energia de biomassa (23%) (Biodieselbr.com, 2006). O Brasil em funcéo de sua
vocagao para a agricultura, pode desempenhar papel de destaque no cenario
mundial na produgdo de biodiesel, podendo algcar o posto de lider mundial,
permitindo a substituicdo de até 60% do diesel convencional (PARENTE, 2003).

Para atender as necessidades almejadas pelo Protocolo de Kyoto, os paises
desenvolvidos devem reduzir, entre 2008 e 2012, suas emissdes de CO2 em 5% em
relacdo aos niveis de 1990. Ainda que ndo seja um emissor potencial de CO,, o
Brasil deu importante passo no sentido de reduzir suas emissdes quando o governo
sancionou em 13 de janeiro de 2005 a Lei 11.097 (D.O.U, 13/01/2005). Nela, o pais
se obriga a acrescentar o minimo de 2% em volume de biodiesel no diesel destinado
ao consumidor final até 2008. Este percentual deve chegar a 5% até 2013. Com esta
medida legal, o Brasil oficializa a necessidade de uma produgédo local que pode
incentivar a fixagdo do homem no campo, a geragdo de empregos e a protegao do
meio ambiente.

O processo de producdo de biodiesel utiliza principalmente a
transesterificagao (alcodlise) de oleos. Esse processo consiste na mistura de 6leos
vegetais ou gordura animal com excesso de alcool e um catalisador, que pode ser
quimico ou enzimatico. Dentre os catalisadores quimicos, destacam-se os alcalinos
(NaOH, KOH, alcoxidos e Na,COs3) e os acidos (H,SO4 e HCI). Ja na categoria de
catalisadores enzimaticos, encontram-se as lipases. Industrialmente € utilizada a via
alcalina para a obtencao de biodiesel.

O processo via catalise alcalina apresenta vantagens como alto rendimento,
elevada velocidade da reacdo e baixo custo do catalisador. Entretanto, existem

algumas desvantagens, tais como:
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e Quando o dleo empregado na reacédo de transesterificagcdo possui mais do
que 5% de &cidos graxos livres uma quantidade adicional do catalisador
alcalino deve ser adicionada, devido a perda do catalisador pela formagéo de
sabdo. Teores de acidos graxos livres acima de 5% dificultam a separagao
dos ésteres metilicos e glicerol devido a formacdo de sabdo, bem como
contribui para a formagao de emulsdo com a agua de lavagem (GERPEN,
2005);

e impossibilidade de reaproveitamento do catalisador;

e necessidade de tratamento dos produtos e sub-produtos e maior gasto
energético em fungdo da temperatura empregada na reagao;

e uso de material resistente a corrosao.

O emprego de lipases, por outro lado, permite a utilizagdo de condigdes
reacionais brandas, tais como baixa temperatura e pressao atmosférica. Essas
enzimas apresentam elevada seletividade. Quando imobilizadas, apresentam maior
resisténcia a desnaturacao, permitindo também sua recuperacao para reutilizagao, o
que reduz o custo do processo.

As reacbes de transesterificacdo enzimatica podem utilizar como matéria-
prima 6leos nao refinados que possuem maior indice de acidez, visto que as lipases
também podem converter os acidos graxos livres e, assim, aumentar o rendimento
da reacao, sem a necessidade de pré-tratamento. A separagao dos produtos finais €
mais simples do que no processo alcalino uma vez que nao € necessaria nenhuma
etapa de tratamento dos rejeitos em fungdo da acidez ou alcalinidade dos mesmos,
0 que simplifica o processo. Quando utiliza uma enzima suportada, sua recuperagao
€ mais simples, acontecendo através de filtragdo/centrifugagcdo. Outra vantagem é
que nado ha necessidade de tratamento dos rejeitos reacionais, uma vez que a
reacao ocorre em meio isento de acidos ou bases.

O processo de transesterificacdo enzimatica pode ser uma alternativa com
melhores condi¢cbes reacionais para a obtencdo deste combustivel renovavel,
maximizando o seu rendimento, reduzindo custos e minimizando danos ambientais.

Dadas as condi¢gdes peculiares da industria nacional, cuja substantiva
producao de etanol € a partir da cana-de-agucar, e considerando que o Brasil é o
segundo produtor de soja no mundo, é relevante aprofundar os estudos sobre rotas

reacionais para producdo de biodiesel que favorecam a melhor utilizacdo das
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matérias-primas renovaveis nacionais a partir de processos tecnologicamente mais
limpos. Assim, o presente trabalho teve por objetivo estudar a produgdo enzimatica

de biodiesel a partir da reagao de transesterificagdo de 6leo de soja com etanol.
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1 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 — Biodiesel

Biodiesel é definido como a mistura de ésteres monoalquilicos de acidos
graxos de cadeia longa derivados de fontes renovaveis como O6leos vegetais
(refinados ou usados) e gordura animal (MEHER, SAGAR e NAIK, 2006).

Por ser fonte de energia renovavel, o emprego do biodiesel tende a aumentar
e, com ele, a necessidade de uma infra-estrutura capaz de dar suporte a sua
producdo. Com isso, esperam-se beneficios ndo s6 econdbmicos, mas também no
ambito social e ambiental. A relevancia de tais beneficios depende do estagio de

desenvolvimento econdmico e social dos paises.

1.1.1 - Beneficios sociais

A expectativa de largo emprego de biodiesel no mercado energético brasileiro
e mundial estimula a idéia de um imenso programa de geragado de emprego e renda.

O ex-ministro do Desenvolvimento Social e Combate a Fome do Brasil, Patrus
Ananias, afirmou que a implementagao do biodiesel passa pelo trabalho de inclusao
social orientado pelo Governo Federal: “Isto implica em uma agdo determinada que
proteja o agricultor familiar, seja o produtor de sementes ou do biodiesel com
pequenas usinas”. Para ele,’ndo havera sucesso se ndo houver mecanismos de
protegéo do Estado e da sociedade” (IDER, 2006).

Estudos desenvolvidos pelo Ministério do Desenvolvimento Agrario, Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, Ministério da Integragdo Social e
Ministério das Cidades mostram que para cada 1% de substituicdo de d6leo diesel
por biodiesel produzido através de um modelo de agricultura familiar pode-se gerar
cerca de 45 mil empregos. Admitindo-se que para cada emprego no campo sao
gerados 3 empregos na cidade, estima-se que, em uma hipétese otimista, de 6% de
participagdo da agricultura familiar na produgéo de biodiesel, seriam gerados mais

de 1 milhdo de empregos (Biodieselbr.com, 2006).
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1.1.2 - Beneficios econdmicos

Uma vez implementada uma rede para a produgao de biodiesel, espera-se
captar recursos através do Mecanismo de Desenvolvimento Limpo — MDL, Protocolo
de Kyoto. O MDL permite que industrias comprem Certificados de Emissdes
Reduzidas (CER) emitidos por um projeto florestal ou agricola (submetido a uma
vistoria técnica) através de um banco ou empresa especializada. Esse certificado
informa a quantidade de CO, que sera fixada por més ou ano pelo projeto. Assim,
uma empresa interessada ao comprar este certificado esta pagando pela fixagao
desse numero de toneladas de carbono, isto &, pagando pela sua produgéo
excedente de CO,. No Mercado de Carbono, indiretamente uma empresa estara
pagando a alguém para transformar CO, em celulose. A produgcdo de uma
oleaginosa que gere 0Oleo para a produgao de biodiesel pode ainda receber créditos
por essa producao (Biodieselbr.com, 2006).

A area plantada no Brasil necessaria para atender ao percentual de mistura
de 2% de biodiesel ao diesel de petroleo é estimada em 1,5 milhdes de hectares, o
que equivale a 1% dos 150 milhées de hectares plantados e disponiveis para
agricultura. Esse numero néo inclui as regides ocupadas por pastagens e florestas.
As regras permitem a produgdo a partir de diferentes oleaginosas e rotas
tecnolégicas (Ministério da Ciéncia e Tecnologia, 2006).

A diminui¢cao das importagdes de diesel fossil também promove a retencéo de

divisas, favorecendo a balangca econémica do pais.

1.1.3 - Beneficios ambientais

O consumo de combustiveis fosseis tem um consideravel impacto na
qualidade do meio ambiente. A producao e uso desses combustiveis resultam em
poluicdo do ar, mudangas climaticas, geragao de residuos solidos etc. O biodiesel é
um biocombustivel renovavel, biodegradavel, ndo-toxico e gera uma quantidade
menor de gases responsaveis pelo efeito estufa (VICENTE, MARTINEZ e ARACIL,
2004).

A poluicido atmosférica é, possivelmente, a mais faciimente percebida. O

biodiesel é considerado carbono neutro. No biodiesel de origem etilica (via cana-de-
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agucar), o CO, emitido em sua combustéo foi previamente absorvido na fotossintese
dos vegetais que originaram o alcool e o 6leo. O biodiesel obtido com o emprego de
metanol de origem féssil tem uma producédo positiva pequena decorrente do
grupamento metil proveniente do metanol. Ainda assim, gera uma contribuicdo de
CO;, menor que a do diesel convencional (fossil). O teor em massa de 10 a 12% de
oxigénio no biodiesel favorece a sua queima. As emissbes de SO, material
particulado (MP), CO, hidrocarbonetos (HC), hidrocarbonetos policiclicos aromaticos
(PAH) e outros compostos aromaticos sdo menores que a do diesel de petrdleo,
conforme pode ser constatado no grafico apresentado na Figura 1. A emissédo de
NOx € levemente superior ao do diesel, + 10%, dependendo das condi¢cbes de
operagao do motor (BARNWAL e SHARMA, 2005).

Segundo Correa e Arbilla (2006) o impacto do biodiesel no total de MAH e
PAH ¢é benéfico, baseado na reducdo média quando o biodiesel € adicionado ao
diesel convencional.

Outra vantagem é que o biodiesel pode ser usado em qualquer motor de ciclo
diesel, em baixas proporcdes com o diesel, com pouca ou nenhuma necessidade de
adaptacéo.

Em estudo comparativo de emissdes entre diesel e B20 (biodiesel 20% v/v)
por motores de énibus urbanos, ha aumento da emissao de compostos carbonilicos
e reducgao de aromaticos leves (TURRIO-BALDASSARRI, 2004).
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Figura 1 - Reducgdo das emissdes do biodiesel comparada ao petrodiesel
(BARNWAL e SHARMA, 2005)
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1.2 — Producao de biodiesel

1.2.1 - Mundial

As primeiras iniciativas de producéo de biodiesel sdo reportadas desde 1981,
na Africa do Sul e 1982 na Austria, na Alemanha e na Nova Zelandia. Em 1985 uma
pequena planta piloto testou o biodiesel de canola e em 1990 entrou em operagao a
primeira planta de biodiesel através de uma cooperativa de fazendeiros na Austria
(KORBITZ, 1999).

As refinarias de petréleo da Europa tém buscado a eliminagdo do enxofre do
Oleo diesel. Como a lubricidade do éleo diesel mineral dessulfurado diminui muito, a
corregdo tem sido feita pela adicdo do biodiesel, ja que sua lubricidade é
extremamente elevada.

Na Unido Européia, ha em torno de 50 industrias produzindo biodiesel com
capacidade anual instalada de aproximadamente 2,25 milhdes de toneladas
(KARINEN e KRAUSE, 2006).

A Alemanha estabeleceu um expressivo programa de produgéo de biodiesel a
partir da canola, sendo hoje o maior produtor e consumidor europeu de biodiesel. A
Alemanha conta com suporte governamental para novas tecnologias baseadas em
fontes renovaveis uma vez que nao possui depdsitos ativos de petrdleo em seu
territério. O cultivo da canola favorece a nitrogenacéo natural do solo exaurido. A
capacidade alema atual ja ultrapassa 1 milhdo de toneladas por ano. Apos sua
producgao, o biodiesel ¢ distribuido e comercializado na forma pura — B100, contando
com beneficios tributarios (Biodieselbr, 2006).

A Francga é o segundo maior produtor de biodiesel europeu. Sua capacidade
gira em torno de 460 mil toneladas por ano. Suas motivagdes e sistemas produtivos
sao semelhantes aos alemaes. Entretanto, sua distribuicdo é feita através de
misturas com o Oleo diesel de petréleo, na proporgdo atual de 5% v/v (B5), com
tendéncia para fixar-se em 8% v/v (B8) em curto prazo (Biodieselbr, 2006).

A produgdo americana pode atingir 75,6 a 94,5 milhdes de litros por ano
(GERPEN, 2005). Se toda a producdo de oOleos e gorduras americanas fosse
utilizada na producao de biodiesel, esta representaria 14% do 6leo diesel consumido
nas rodovias. A percentagem estimada para o biodiesel americano em 6leo diesel é

de 20% v/v (B20). Ha um grande empenho daquelas autoridades para o uso desse
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combustivel nas grandes cidades, sendo a principal fonte de O6leo, a soja
(Biodieselbr, 2006).

A Argentina iniciou seu programa de biodiesel com um plano de incentivo
tributario que desonera a produgao, com subsidios que isentam de impostos por 10
anos a cadeia produtiva do biodiesel através do Decreto Governamental 1.396 de
novembro de 2001(Biodieselbr, 2006).

A questdo ambiental constitui uma grande forga-motriz para a produgao e
consumo de combustiveis limpos oriundos da biomassa como o biodiesel. O Japéao
ja demonstrou interesse em importa-lo. Paises do norte e leste europeu, além da
Italia e da Espanha, cogitam ndo somente produzir, mas também importar biodiesel
(Biodieselbr, 2006).

A legislacdo de meio ambiente da Unido Européia estabeleceu que a partir de
2005, 2% dos combustiveis consumidos deveriam ser renovaveis e esta meta deve
aumentar para 5% em 2010 (Biodieselbr, 2006).

1.2.2 - Brasil

Por sua extensao territorial e excelentes condi¢cdes climaticas, o Brasil € um
dos mais promissores paises para a exploracdo da biomassa. O Brasil possui cerca
de 150 milhdes de hectares com condi¢des de plantio, em condi¢cdes reais para se
tornar um dos maiores produtores de biodiesel do mundo, pois dispde de solo e
clima adequados ao cultivo de oleaginosas. Isto o torna um pais destacado no
cenario mundial através de sua capacidade de expansdo em sua producdo. Assim,
além de assegurar o suprimento interno, o biodiesel produzido no Brasil tem grande
potencial de exportagéo.

O biodiesel pode ser um importante produto para exportagdo e para a
independéncia energética nacional, associada a geragao de empregos e renda nas
regides mais carentes do Brasil. O Brasil importa 10% do diesel consumido. O uso
comercial do B2 cria um mercado potencial para a comercializacdo de 800 milhdes
de litros de biodiesel/ano, o que representa uma economia anual da ordem de US$
160 milhdes na importacao de diesel (Ministério da Ciéncia e Tecnologia, 2006).

O Brasil passa a se comprometer por forca de lei com a produgdo e a

utilizacdo de biodiesel através da lei 11.097 de 13 de janeiro de 2005, que torna
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obrigatéria a adicdo de 2%, em volume, de biodiesel ao diesel comum e 5% a partir
de 2013 (D.O.U, 2005).

1.3 - Caracteristicas do biodiesel

Em termos de propriedades fisico-quimicas, existe grande semelhanga entre
o biodiesel e o diesel, conforme pode-se constatar, a partir dos valores apresentados
na Tabela 1. Além disso, pela equivaléncia de suas propriedades fisico-quimicas e
sendo o biodiesel completamente soluvel no diesel fossil, tais misturas podem ser
empregadas em qualquer proporgdo (PARENTE, 2003).

Tabela 1 - Propriedades fisico-quimicas do biodiesel e diesel

Viscosidade Numero Valor Ponto de Ponto de Ponto de Densidade
cinematica de energético névoa fluidez fulgor (kg/L)
(mm?s) cetano  (MJ/kg) (°c) (°C) (°c)
Esteres metilicos
de 6leos vegetais/
gordura animal
(Biodiesel)
Amendoim 49 54 33,6 5 - 176 0,883
Soja 4,5 45 33,5 1 -7 178 0,885
Babacgu 3,6 63 31,8 4 - 127 0,875
Palma 5,7 62 33,5 13 - 164 0,880
Girassol 4,6 49 33,5 1 - 183 0,860
Gordura bovina - - - 12 9 96 -
Diesel 3,06 50 43,8 - -16 76 0,855
B20 (20% v/v) 3,2 51 43,2 - -16 128 0,859

Fonte: BARNWAL e SHARMA, 2005

A viscosidade, por ser uma medida da resisténcia ao escoamento de um

liquido, € de consideravel influéncia no processo de injecdo do combustivel, isto €&,
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durante sua atomizacao vai afetar a combustdo no motor e, consequentemente, sua
poténcia. A viscosidade do biodiesel é maior que a do diesel. Quando adicionado
entre 1 e 2% ao diesel, o biodiesel aumenta as propriedades lubrificantes de um
diesel de teor ultra baixo de enxofre, tornando-o um combustivel aceitavel
(GERPEN, 2005).

O ponto de névoa é a temperatura na qual se inicia a cristalizagcdo do dleo.
Essa variavel influencia negativamente o sistema de alimentagdo do motor, bem
como do filtro de combustivel, principalmente em condi¢gdes de baixa temperatura
ambiente, facilitando o aparecimento de cristais.

O ponto de fluidez indica a temperatura na qual o combustivel para de escoar
e € de grande importancia em paises de baixa temperatura ambiente.

O ponto de fulgor € a menor temperatura na qual a mistura de vapores do
liquido com o ar se inflama na presenga de uma fonte de calor (chama). Entretanto,
ao se retirar a fonte de calor a chama se extingue. Trata-se de um dado importante
no que tange a seguranga dos combustiveis e indica a facilidade de queima.

O biodiesel também apresenta baixa pressdo de vapor o que facilita o
processo de estocagem.

O numero de cetano de um 6leo combustivel corresponde ao percentual
volumétrico de cetano e a-metil-naftaleno contido nesse 6leo. Quanto maior for o
numero de cetano, menor sera o retardo de ignigdo e, por conseguinte, melhor sera
sua qualidade de combustdo. O numero de cetano esta para o diesel assim como a
octanagem esta para a gasolina. Sua escala varia também de 0 a 100. O valor de 0
€ atribuido ao isocetano (2,2,4,4,6,8,8 — heptametil nonano), utilizado por razdes de
segurancga no lugar do a-metil-naftaleno, e o valor 100 ao n-hexadecano. Apesar de
possuir um menor poder calorifico (LHV), o numero cetano e o ponto de fulgor do
biodiesel sdo maiores do que os do diesel de petréleo. Estas caracteristicas tornam
0 biodiesel um candidato a reposicdo do diesel, caso a demanda aumente
(FUKUDA, KONDA e NODA, 2001).

Como produto, o biodiesel & praticamente livre de enxofre (<0,001%) e isento
de compostos aromaticos (TAPANES, 2006), tem-se uma combustdo mais limpa e
sem formacao de SO,, um dos responsaveis pela deposicdo acida. O biodiesel
possui teor médio de oxigénio de 10% em massa, o que promove uma combustao
mais completa frente ao diesel (FUKUDA, KONDA e NODA, 2001).
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Na Tabela 2 encontram-se outros dados comparativos entre o biodiesel e o

diesel. Fatores sociais,

econbmicos e ambientais estdo presentes nessa

comparagao. O biodiesel traz vantagens interessantes, além das ambientais, que

estdo em grande evidéncia devido a maior preocupagdo com o0 meio ambiente,

especialmente a questao do controle das emissdes de gases de efeito estufa a partir

do Protocolo de Kyoto, em 1997.

Tabela 2 - Caracteristicas do biodiesel em relagao ao diesel convencional

Caracteristica do biodiesel

Consequéncias do uso de biodiesel

Menos poluente

Reduz o aquecimento global

Ambientalmente benéfico

Economicamente competitivo

Economicamente atraente

Regionalizagao

reducao sensivel das emissdes de MP, CO, SOy e policiclicos

aromaticos (PAH)

0 CO, liberado na combustdo é absorvido pelas oleaginosas
durante o crescimento, compensando aquele gerado pela sua

combustao

baixo nivel de toxicidade

completa as novas tecnologias do diesel com desempenho

similar

valorizagdo de subprodutos de atividades agro-industriais,
aumento da arrecadagéo de ICMS local, aumento da fixagdo do

homem no campo.

pequenas e médias plantas para a produgao de biodiesel podem

ser implantadas em diferentes regides do pais.

Fonte: NETO et al. (2000).

1.4 - Rotas de obtencgao

Os principais processos de produgcdo de biodiesel (ésteres metilicos ou

etilicos de acidos graxos) consistem na transesterificacdo de Oleos vegetais ou

gordura animal com alcool (alcodlise) e a esterificagdo de acidos graxos com alcool.

Os dois processos citados podem ser conduzidos por via quimica ou enzimatica.
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1.4.1 - Esterificacao

Acidos graxos s&o acidos monocarboxilicos de ocorréncia natural, com cadeia
alifatica, normal, saturada ou insaturada. Os &cidos graxos possuem, em geral,
numeros pares de atomos de carbono, mas existem também acidos graxos com
numero de carbonos impares, apesar de raros. Os acidos graxos saturados sao
geralmente solidos na temperatura ambiente. Os acidos graxos insaturados
possuem uma ou mais duplas ligagcdes e sdo geralmente liquidos na temperatura
ambiente (VIEIRA, 2005).

Devido a extensdo de suas cadeias carblnicas, 0s acidos graxos sao
compostos de carater hidrofébico, sendo que sua hidrofobicidade aumenta a medida
que aumenta o comprimento da cadeia carbdnica. A Tabela 3 apresenta a
classificagao dos acidos graxos de cadeia longa quanto ao comprimento da cadeia e

a presencga de duplas ligagdes.

Tabela 3 — Classificagao dos principais acidos graxos de cadeia longa

Classificagdo Acido Graxo Estrutura® Foérmula
acido laurico C12:0 C12H2405
acido miristico C14:0 C14H250,
acido palmitico C16:0 C16H320,

Saturados acido estearico C18:0 C1gH3605
acido araquidico C20:0 CooH4005
acido beénico C22:0 CooH4405
acido lignocérico C24:0 Co4H4505
acido palmitoléico C16:1 C16H3005
acido oléico C18:1 C1gH3405

Insaturados acido linoléico C18:2 C1gH3,02
acido linolénico C18:3 C1gH3005
acido erucico C22:1 CooH405

@ xx:y indica xx carbonos na cadeia de acido graxo com y duplas ligagées.
Fonte: SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; BARNWAL e SHARMA, 2005
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A reacgéao de esterificacdo (Figura 2) ocorre através da reagéo entre um acido
graxo e um alcool. Esse processo pode ser aplicado no aproveitamento de residuos
(acidos graxos livres) de outros processos industriais (curtumes, residuos de
industrias alimenticias, frigorificos, abatedouros, etc) (SRIVASTAVA e PRASAD, 2000;
BARNWAL e SHARMA, 2005).

A /°
R»]'C + R2'OH —_— R»]'C\ + Hzo
“OH 0-R,
acido graxo alcool éster agua

Figura 2 — Reagéo de esterificagéo

A producgéo de biodiesel pela esterificacdo direta do acido graxo com alcool
pode também ser realizada como um pré-tratamento, quando o 6leo vegetal ou
gordura possui elevado indice de acidez. Desse modo, evita-se a formacédo de
sabdes, minimizando-se a perda de rendimento. Outras impurezas também sao
removidas através desta reacdo, como os fosfolipidios e polipeptidios.

Essa reacdo pode ocorrer na presenca de um catalisador acido, como os
acidos sulfurico (H2S0Os), cloridrico (HCI) e o acido metano sulfénico (H3C-SOsH), ou
de enzimas (lipases). O emprego de catalisadores acidos requer condigdes mais
extremas de temperatura e pressao. Além disso, faz-se necessaria uma etapa
adicional de neutralizagdo, bem como o uso de equipamentos resistentes a

COorrosao.

1.4.2 Transesterificacdo

Transesterificagdo ou alcodlise € a troca do alcool de um éster por um outro
(Figura 3) em um processo similar a hidrdlise, utilizando-se alcool no lugar da agua
(SRIVASTAVA e PRASAD, 2000). Este processo € amplamente utilizado para reduzir a
viscosidade de triacilglicerois (MEHER, SAGAR e NAIK, 2006).
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A alcodlise consiste no principal processo de producdo de biodiesel. E
preferida a esterificagdo direta de acidos graxos por que os triacilgliceréis sdo mais
disponiveis do que os acidos graxos livres (PINTO et al., 2005). A reagao de
transesterificagdo ocorre entre um lipideo e um alcool para produzir éster e glicerol.
O lipideo (éster) inicial € um triacilglicerol (triacilglicerdis). Triacilglicerois s&o ésteres
derivados de acidos, principalmente graxos, e do glicerol, sendo que os radicais

derivados de acidos graxos nao sao necessariamente iguais.

4,0 Vs

R,-C + Ry"OH =—= R1'C\ + R, -OH
“0-R, O -Ry

éster 1 alcool 1 éster 2 alcool 2

Figura 3 — Reacao de alcodlise

A Figura 4 apresenta uma estrutura tipica de uma molécula de triacilglicerol,
sendo que R4 € um residuo de acido estearico, R, € um residuo de acido oléico e R3

€ um residuo de acido linoléico.

CH2 - COO_ (CH2)16 CH3

HC — COO— (CH,); CH==CH (CH,); CHj

CH,— COO— (CH,); CH==CH CH, CH— CH,

Figura 4 - Estrutura tipica de uma molécula de triacilglicerol
Fonte: SRIVASTAVA e PRASAD, 2000; BARNWAL e SHARMA, 2005.

Conforme apresentado na Figura 5, a estequiometria da reacdo de
transesterificacdo total requer 3 mol de alcool para 1 mol de triacilglicerol,

produzindo 3 mol de ésteres de acidos graxos e 1 mol de glicerol. Um excesso de
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alcool favorece a formagdo do éster (biodiesel) através do deslocamento do
equilibrio da reacgao.
A transesterificagdo pode ser catalisada pelo emprego de alcalis, acidos ou

enzimas, em meios homogéneos ou heterogéneos.

I )k
catallador R1 )k / H OI_
OH

PN
R,I)LO/Y\O R3 +3R-OH =—=
') /L / glicerol
O='< alcool odteres

Re (biodiesel)
triglicerideo

Figura 5 — Equacéo geral de transesterificagao

Esta reacdo ocorre em etapas, tendo mono e diacilglicerol como

intermediarios, conforme apresentado na Figura 6.

1. Triacilglicerol (TG) + R'OH & Diacilglicerol (DG) + R'COOR;
2. Diacilglicerol (DG) + R'OH & Monoacilglicerol (MG) + R'COOR;

3. Monoacilglicerol (MG) + R'OH S Glicerol (GL) + R'COOR;

Figura 6 - Etapas das reagdes de transesterificagao de triacilglicerol
Fonte: FUKUDA, KONDO e NODA, 2001; BARNWAL e SHARMA, 2005.

O processo pode ainda ser conduzido em fluidos supercriticos. No entanto,
ainda ha desafios referentes a producdo de biodiesel, como a obtencdo de um

produto com alto rendimento, elevado grau de pureza, baixo custo
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(energético/operacional e reacional) e menor impacto ambiental provocado pelos
subprodutos da reacéo.

No periodo entre 2000 e 2004 observou-se um crescente interesse pelo
biodiesel. Os numeros de publicagdes e patentes requeridas sobre biodiesel quase
triplica nesse periodo, como se pode observar na Figura 7 (PINTO et al., 2005).

Em relagdo aos catalisadores empregados na reagao de transesterificacéo,
os hidréxidos de sédio e potassio se destacam pelo baixo custo e serem muito
reativos. No entanto, eles provocam a formagado de sabdes como sub-produtos
indesejaveis devido a saponificacdo do triacilglicerol (VICENTE, MARTINEZ e
ARACIL, 2004). Isso reduz o rendimento da reagcdo e dificulta a separagdo e
purificacdo dos produtos finais. A remoc¢ao do catalisador € uma etapa dificil e eleva

os custos do produto final.

|
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Figura 7 - Levantamento da evolugao da pesquisa e registro de patentes em
biodiesel na rede mundial de computadores no periodo 2000 — 2004
Fonte: PINTO et al., 2005

Ja o emprego de catalisadores acidos pode ocasionar a corroséo
inconveniente dos equipamentos utilizados, além de proporcionar reagdes mais
lentas, requerem temperaturas e pressdes mais elevadas (VICENTE, MARTINEZ e
ARACIL, 2004), o que eleva os custos.

Esses dados reforcam o interesse pela utilizacdo de um processo de menor
impacto ambiental e custo operacional. A catalise enzimatica apresenta-se como um

caminho alternativo aplicavel.
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As trés rotas cataliticas de transesterificacao (alcalina, acida e enzimatica)

serdo brevemente apresentadas a seguir.

1.4.2.1 Transesterificagdo por catalise alcalina

A catalise alcalina pode ser realizada em sistema homogéneo e heterogéneo.
Dentre os catalisadores basicos temos os alcodxidos, carbonatos e os hidroxidos de
sédio e potassio. Os hidréxidos de sddio e potassio sdo comumente preferidos por
serem muito reativos e relativamente de menor custo (PINTO et al., 2005).

A Figura 8 apresenta o mecanismo de reagdo para a reagao de

transesterificagao catalisada por alcalis:

Pré-etapa OH + ROH==—=—= RO~ * H,0 ou
NaOR RO+ Na* -
o
Passo 1. R'—(|3=O + RO =—= R'—Cl)—OR
ORII ORII
o~ o

| | _
Passo 2. RR—C— OR + ROH=——> R — (|3 —OR + RO

OR" HOR"

o)

|
Passo 3. R'—(|3—OR R'COOR + R"OH
glicerol

HOR"

onde R"= CH,— R’ = cadeia carbdnica de acido graxo

IH_ OCOR" R =grupo alquila de alcool

H;~ OCOR’

Figura 8 — Mecanismo da reagao de transesterificagéo catalisada por alcalis
Fonte : MEHER, SAGAR e NAIK,2006
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A razdo molar alcool/éleo pode variar de 1:1 a 6:1, sendo esta ultima a mais
empregada. Os tipos de alcool mais utilizados sdo o metanol e etanol, sendo que
este ultimo é menos toxico. A quantidade de catalisador varia de 0,5 a 1% em
massa. A temperatura usualmente empregada é de 60°C, podendo variar
dependendo do catalisador variando também o rendimento final da reacdo. Sua
grande vantagem industrial em relagédo a catalise acida é a maior eficiéncia e menor
corrosividade (MARCHETTI, MIGUEL e ERRAZU, 2007).

Os acidos graxos livres do 6leo sao convertidos em sabdes e podem dificultar
a separacao dos ésteres no processo alcalino. Ha necessidade de eliminacdo dos
acidos graxos livres em etapas preliminares.

As principais vantagens da utilizagdo de catalisadores alcalinos sao: a
elevada velocidade de reacéao, a baixa concentragdo empregada dos catalisadores e
os elevados rendimentos e purezas obtidos na produg¢ao do biodiesel.

Vicente, Martinez e Aracil (2004) obtiveram elevados rendimento (99,3%) e
pureza (98%) de biodiesel empregando metéxido de sddio e de potassio na reacao
de transesterificagcdo de 6leo de girassol refinado, a 60°C, com 1% de catalisador
respectivamente, superiores aos obtidos com os respectivos hidréxidos (rendimento
de 86,7% e pureza de 91,6%), com a vantagem de menor perda molar percentual
em subprodutos, nas mesmas condi¢cdes reacionais. O elevado custo e carater
higroscopico dos metdxidos sao desvantagens consideraveis.

Uma planta basica de transesterificagdo alcalina com metanol emprega um
reator em batelada para producdes pequenas. Para produtividades acima de 4
milhdes L/ano, € comum a utilizagcdo de um reator de fluxo continuo. A Figura 9
apresenta um exemplo de fluxograma para a transesterificagdo alcalina. No reator
entram o 6leo, o alcool e o catalisador. A reagédo ocorre durante 1h a 60°C. A seguir,
tem-se a etapa de separacdo dos produtos reacionais. Os ésteres formados sao
soltveis no glicerol e este é muito mais denso. E possivel separa-los do meio
reacional por decantagao ou centrifugagao. O alcool pode dificultar a separagao dos
ésteres do glicerol. Entretanto, o excesso de alcool ainda n&o é separado nesta fase
para evitar a reversdo da reacdo. Em uma etapa posterior, ele deve ser recuperado
(evaporacédo do metanol por filme descendente ou por processo de destilagdo por
flash a vacuo) e pode ser reaproveitado no inicio do processo (GERPEN, 2005).

Adigdes de acidos sao necessarias para a neutralizagao do catalisador. Como

pode haver formagédo de sabdo oriundo da reacdo dos acidos graxos livres com o
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catalisador alcalino, este sab&do reage com o acido e produz um sal soluvel que é
removido na lavagem com agua, o acido graxo existente permanece dissolvido com
os ésteres. A seguir, os produtos passam por uma etapa de remog¢ao de agua,
ficando assim prontos para testes/utilizagao.

O glicerol separado apresenta um grau de pureza em torno de 50%. Nessas
condicdes, ele tem baixo valor de mercado e ndo pode ser descartado diretamente
devido a presencga do alcool (no caso do metanol). A mistura que contém o glicerol
deve ser neutralizada e o sal formado pode ser solubilizado no glicerol ou até
precipitar. Os acidos graxos formados ficam na superficie do glicerol, uma vez que
nao sao soluveis no mesmo e assim podem ser removidos. O alcool pode ser
removido através de um processo de destilagado por flash a vacuo ou algum outro
tipo de processo de evaporagao. A pureza do glicerol separado nessa etapa gira em
torno de 85% e este pode ser vendido como glicerol refinado. A pureza do glicerol
pode chegar a faixa de 99,5 a 99,7% usando uma coluna de destilagdo a vacuo ou

processo de troca idnica.

Bindiesel
+— Secagem
final
ry
meianol ——» Ester_es
. metiicos Remocda Meutraizacio
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I |
catalisador ——#] ﬂ'-'ﬂ_f}?ml
ghicerol J Agua de
(30%) dcido 1
Acido ¥ il
A
| | Addificagao e
e
acidos graxos lvres #—————— separagao
l » Retificagdo
Remogio > metanocl/dgua
li | bruto ?
glicerol bruto (B5%:) #—— metanol
Metanol .
esioque gl

Figura 9 — Fluxograma de um processo de producéo de biodiesel
Fonte: GERPEN, 2005
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O metanol tende a sequestrar toda a agua que entra no processo. Essa agua
deve ser removida caso o alcool retorne ao processo. Para o caso do metanol, uma
coluna de destilagao é suficiente para sua remog¢ao. Quando o alcool utilizado € o
etanol ou o isopropanol sdo necessarias mais etapas de separagdo, pois séo
formadas misturas azeotropicas com a agua. Assim, peneiras moleculares podem
ser usadas para remover a agua (GERPEN, 2005).

Os alcooxidos de metais alcalinos (NaOCH3 e KOCH3) sdo mais reativos
como catalisadores, pois apresentam elevadas conversdes (> 98%) em pequenos
tempos de reagédo (30 min), mesmo quando aplicados em baixas concentragcbes
molares (0,5% molar). No entanto, esses catalisadores apresentam alto custo e
requerem auséncia de agua, o que os torna improprios para os processos industriais
tipicos (SCHUCHARDT, SERCHELI e VARGAS, 1998 apud VIEIRA, 2005).

Vicente, Martinez e Aracil (2004) obtiveram elevados rendimentos em ésteres
metilicos com diferentes concentracdes e tipos de catalisadores. As reacdes foram
feitas a 60°C, com razdo molar metanol/dleo igual a 6,1% em massa de catalisador
alcalino em relagdo a massa de 6leo. Os resultados obtidos por esses autores estédo

apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Efeito do catalisador no rendimento e pureza do biodiesel

Catalisador
NaOH KOH NaOCHs; KOCH;
Pureza no biodiesel

99,7 99,8 99,7 99,5

(% m/m)
Rendimento em biodiesel

86,7 91,7 99,3 98,5

(% m/m)

Fonte: VICENTE, MARTINEZ e ARACIL, 2004

O rendimento inferior do processo com hidroxidos esta ligado a reacao de
saponificagdo, que afeta a solubilidade dos ésteres metilicos em glicerol,
ocasionando decréscimo no rendimento final.

A transesterificacdo catalisada por alcalis € aproximadamente 4.000 vezes
mais rapida do que a reacao catalisada, com mesma quantidade de um catalisador
acido (FUKUDA, KONDO e NODA, 2001). Além da questdao cinética, os
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catalisadores alcalinos sdo menos corrosivos do que os catalisadores acidos. Logo,
a grande maioria das reagcbes comerciais de transesterificagdo € conduzida com
catalisadores alcalinos (SRIVASTAVA e PRASAD, 2000). Os catalisadores basicos
tradicionalmente utilizados sdo o hidroxido de sodio (NaOH) e o hidroxido de
potassio (KOH). Na metandlise alcalina, tais bases s&o empregadas em baixa
concentragdo no meio reacional (< 2% m/m oleo) (MEHER, SAGAR e NAIK, 2006).

1.4.2.2 Transesterificagdo por catalise acida

Este é o segundo modo convencional para a produgao de biodiesel. A reagao
€ realizada com utilizar os triacilgliceréis e o alcool, empregando um &acido ao invés
da base (MARCHETTI, MIGUEL e ERRAZU, 2007).

Os catalisadores acidos mais empregados na produgao de biodiesel sdo os
acidos sulfurico, cloridrico, fosférico, sulfénico, entre outros (FUKUDA, KONDO e
NODA, 2001). O acido sulfénico produz rendimento muito alto, embora sua reagao
seja mais lenta, requerendo muitas vezes mais de um dia para completar a reagéo
(MARCHETTI, MIGUEL e ERRAZU, 2007).

Segundo Marchetti, Miguel e Errazu (2007), a faixa de temperatura usual na
transesterificacdo acida varia entre 55 a 80°C, utilizando razao molar alcool/dleo de
30:1 e uma concentragao de acido sulfurico de 1% molar é suficiente para alcancar
uma conversao final de 99%, em aproximadamente 50h de reacéo.

Algumas desvantagens da catalise acida sdo: menor velocidade de reagdo,
maior consumo de catalisador, maior relagdo molar alcool/6leo e maior gasto de
energia, uma vez que a maioria dos processos precisa de temperaturas mais
elevadas. Os residuos finais requerem também cuidados no descarte, devido a
elevada acidez. O emprego de equipamentos mais resistentes a corrosao se faz
necessario.

A vantagem da catalise acida é a possibilidade de utilizar éleos nao refinados
e residuos industriais e domeésticos ricos em triacilgliceréis. Esses materiais
possuem elevados teores de acidos graxos livres, que dificultam a transesterificagao
alcalina. A transesterificacéo acida € um importante modo de produgao de biodiesel
se a matéria-prima possui um conteudo de acidos graxos livres relativamente alto
(MARCHETTI, MIGUEL e ERRAZU, 2007). O emprego de catalisadores acidos na
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transesterificacdo dessas matérias-primas ndo promove a saponificagdo dos acidos
graxos livres, levando assim a um maior teor de ésteres alquilicos, 0 que aumenta a
produgao de biodiesel.

A Figura 10 ilustra o mecanismo de transesterificagdo catalisada por acidos.

0 IOJ'H OH
I
R—C—OR" <—> R—C—OR'

OH R IOH N ﬁ
! ¢ -H'/R"OH
R—C—OR" + O R'—C —OR" H /RIOH, R— C—OR
+ AN H
O+
/N
R H
onde R" = (|3H2— R' = cadeia carbénica de acido graxo

(|3H —OH R = grupo alquila de alcool
CH,— OH

Figura 10.— Mecanismo de transesterificacdo catalisada por acidos
Fonte: MEHER, SAGAR e NAIK, 2006

1.4.2.3 Transesterificagao por catalise enzimatica

e Lipases

As enzimas sdo proteinas com atividade catalitica capazes de aumentar a
velocidade de reagbes quimicas através da redugdo da energia de ativacdo das
mesmas. As lipases sdo enzimas classificadas como hidrolases (triacilglicerol éster
hidrolases E.C.3.1.1.3) e atuam sobre a ligagao éster de varios compostos, sendo os
acilglicerdis seus melhores substratos. A hidrolise de triacilglicerdis pelo emprego de

lipases & um processo reversivel.
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A fungéo biologica das lipases € catalisar a hidrolise de triacilglicerdis. No
entanto, essas enzimas também catalisam a reacado reversa de esterificacdo, a
transesterificagcdo (aciddlise, interesterificacdo e alcodlise) e a amindlise em
solventes organicos anidros, sistemas bifasicos e em solugbes de micelas. O
equilibrio entre a reacgéo direta (hidrélise) e a reagao reversa (sintese) é controlado
pela atividade da agua na mistura reacional (VILLENEUVE, 2000).

As lipases podem ser de origem vegetal, animal ou microbiana. No passado
eram predominantemente obtidas a partir do pancreas animal, sendo utilizadas pelo
homem, por exemplo, como auxiliar digestivo (MACRAE e HAMMOND, 1985).

e Propriedades das lipases

As lipases sao estaveis em solugdes aquosas neutras a temperatura
ambiente, apresentando atividade 6tima entre 30°C e 40°C. A estabilidade é fungéo
de sua origem e as mais termicamente estaveis sao de origem microbiana. As
lipases apresentam atividade em ampla faixa de pH, demonstrando maior eficiéncia
entre 5 e 9, mas frequentemente empregadas entre 6 e 8 (MACRAE e HAMMOND,
1985).

e Especificidade das lipases

O emprego das lipases nos processos industriais ou analiticos decorre em
funcao de suas especificidades. As lipases apresentam 4 tipos de especificidades:

(i) em relagéo a classe dos lipidios: a enzima pode ser especifica em relagao
ao tipo de éster, como por exemplo, colesterol éster, tri-, di- ou mono-glicerdis, e
outros (VAN DER PADT, 1993).

(i) quanto a regioespecificidade: responde pela seletividade da enzima em
relacdo a posi¢ao da ligagao éster no substrato.

(iii) em relagao ao residuo de acido graxo: a enzima € especifica em relagao
ao comprimento da cadeia do acido graxo ou em relagao a presencga de insaturagao
na cadeia do acido.

(iv) quanto a esteroespecificidade; as lipases podem diferenciar os substratos
isbmeros, catalisando apenas a hidrolise ou esterificagdo de um deles (CASTRO e
ANDERSON, 1995).
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e Estrutura protéica

Na sua grande maioria, as lipases microbianas sao glicoproteinas. Assim
como outras hidrolases, as lipases possuem uma triade catalitica, composta por 3
aminoacidos em seu centro ativo: um residuo nucleofilico de serina, um residuo
acido de aspartato (ou glutamato) e outro de histidina (JAEGER, DIJKASTRA e
REETZ, 1999). Em geral, o sitio ativo fica oculto por uma tampa peptidica, na forma
nativa da enzima, que o torna inacessivel a moléculas de substratos que estejam
isoladas em meio aquoso. Ao entrar em contato com uma interface hidrofébica ou
solvente organico, ocorre abertura dessa tampa polipeptidica e uma reorganizagao
conformacional da lipase, criando uma regido eletrofilica em torno do residuo da
serina. Ao ocorrer a abertura da tampa, ha exposi¢cao da superficie apolar da enzima
em torno do sitio catalitico. Esta tampa vira-se para tras encobrindo o lado hidrofilico
em uma cavidade apolar, antes preenchida por moléculas de agua. O sitio
hidrofébico da tampa quando exposto a fase lipidica, aumenta as interagdes
hidrofébicas entre a enzima e a superficie lipidica (PAIVA, BALCAO E MALCATA,
2000).

e Transesterificacdo enzimatica

A transesterificagdo enzimatica supera alguns problemas encontrados na
transesterificagcdo quimica, tais como, a dificil recuperagao do glicerol e a conversao
incompleta dos acidos graxos livres (FELIZARDO et al., 2006).

A separagdo do produto também é mais facil pelo emprego de lipases
(MARCHETTI, MIGUEL e ERRAZU, 2007). O processo de centrifugacao permitie a
separagao da enzima e do glicerol bruto. Isto simplifica a recuperagéao do glicerol e
da prépria enzima imobilizada para reuso.

Yagiz, Kazan e Akin (2007) produziram biodiesel a partir de éleo de cozinha
utilizado através do emprego de uma lipase imobilizada em hidrotalcita (zedlita). A
reacao foi realizada a 24°C e 200 rpm por 105h. O teor de lipase utilizado foi de 4%
em massa em relagdo ao 6leo. O emprego de Lipozyme TL IM livre na mistura
proporcionou 95% de rendimento. Apds 7 ciclos de reuso, a enzima ainda exibia

atividade catalitica (36% da atividade inicial).
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Shimada et al. (2002) conseguiram um aumento na estabilidade da lipase
imobilizada de Candida antactica através de adicdes escalonadas de etanol a 40°C
na reacao de transesterificacdo de éleo de tuna empregando 4% m/m de enzima,
com a razdo estequiométrica entre alcool e 6leo obtendo 97,3% de converséo apos
48h. Na etandlise com adicdo de alcool em duas etapas, a atividade enzimatica
comecgou a declinar a partir do 35° ciclo, enquanto que com a adicdo em 3 etapas,
ela se manteve ativa plenamente por mais de 50 ciclos de reuso.

Du et al. (2004) verificaram a transformacao de 6leo de soja em biodiesel com
diferentes aceptores de grupos acila catalisada por lipase comercial imobilizada,
Novozym 435, obtendo rendimento de 92% em ésteres metilicos e reutilizaram a
enzima, sem perda de atividade, por 100 bateladas.

O alto custo das enzimas frequentemente se apresenta como o maior
obstaculo par a sua utilizacdo industrial. O passo chave no processo enzimatico
recai sobre o sucesso na imobilizagdo da enzima, o qual permitira a sua facil
recuperacéo e reuso (BALCAO, PAIVA e MALCATA, 1996). A imobilizacdo de
enzimas pode aumentar sua estabilidade, possibilitando, por exemplo, 0 emprego de
solvente. Ha maior estabilidade térmica da enzima em relagdo ao seu estado nativo
(MARCHETTI, MIGUEL e ERRAZU, 2007).

Assim sendo, o desenvolvimento da engenharia genética e de novos métodos
para a imobilizagdo de enzimas pode propiciar maior estabilidade operacional,
permitindo a reutilizagdo da mesma, reduzindo seu custo e tornando promissora a

sua utilizagdo em escala industrial.

1.5 — Variaveis de processo na produc¢ao de biodiesel por transesterificagao

1.5.1 Matéria-prima

Para a producao de biodiesel utilizam-se como matérias-primas os oleos
vegetais e gordura animal. Esta escolha deve ser de acordo com a disponibilidade
da matéria-prima em cada regido ou pais. Cabe ainda a utilizacdo, na forma de
reaproveitamento, de 6leos e gorduras residuais que s&o oriundos de curtumes,
frigorificos, bem como 6leos que seriam descartados, utilizados em fritura, cozinhas

comerciais ou residenciais. Estudos vém sendo realizados no intuito de reaproveitar
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materiais que até entdo deveriam ter no meio ambiente seu destino final, podendo
provocar impacto negativo no mesmo. Watanabe et al. (2002 e 2007) estudaram a
producao de biodiesel a partir de 6leo degomado e borra acida, respectivamente,
catalisados por lipases imobilizadas.

O biodiesel proveniente de dleos de fritura usados tem a qualidade requerida
para ser um substituto do diesel (FELIZARDO et al., 2006). A qualidade do dleo
utilizado é determinada pelo conteudo de acidos graxos livres (indice de acidez) e
pelo teor de agua. Um alto teor de acidos graxos livres € particularmente prejudicial
para a transesterificagdo alcalina. A presengca de agua favorece a formagao de
sabao (Figura 11), com maior consumo de catalisador e redugédo da eficiéncia da
reagdo. Oleos comestiveis usados para a produgéo de biodiesel contém 2 a 7% de
acidos graxos livres, enquanto que a gordura animal contém de 5 a 30% (GERPEN,
2005).

Os O6leos vegetais contém, além de acidos graxos livres, fosfolipideos,
esterdides, agua, odorizantes e outras impurezas. A origem dos 6leos vegetais é
ampla, assim como as condigdes de cultura para a produgdo dos mesmos. As
diferengas entre tais culturas tornam-se interessantes para o melhor aproveitamento

da biodiversidade brasileira.

O o)
| |
HO—C—R + KOH —> K+O—C—R * H,0

acido graxo  hidroxido de potassio  sab&o de potassio agua

Figura 11 - Reacao de saponificagdo de um acido graxo

No Brasil, sdo cultivadas diversas espécies de oleaginosas que possuem
potencial para se tornarem matéria-prima para a produgcdo de biodiesel, tais como
soja, mamona, dendé, algodao, girassol, amendoim, canola, linhaga, pinhdo manso
entre outros vegetais, na forma de sementes ou polpas. O dendé e o babagu no
norte, o girassol e o amendoim nas regides sul, no sudeste e no centro-oeste, e a

mamona e o algodao no nordeste. A mamona pode ser a melhor opgdo no semi-
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arido nordestino. Apesar de seu baixo rendimento (600 a 1000 kg/ha.ano), estudos
indicam que a sua producdo pode atingir 3.000 kg/ha.ano com o melhoramento
genético e cultivo irrigado (PINTO et al., 2005).

A escolha da fonte de 6leo deve levar em consideragédo o percentual de 6leo
na planta bem como a sua produtividade, isto €, seu rendimento de 6leo por hectare.
A Figura 12 ilustra a produtividade e a produgédo de 6leo de algumas oleaginosas
(PINTO et al., 2005).

Oleo de soja

Oleo de mamona
Oleo de girassol
Oleo de palma
Canola

Oleo de coco
Babacgu

Amendoim selvagem
Semente de algodao

Semente de abacate

0 10 20 30 40 50 60 70 80

@ Producéo (ton/ha) m Percentual de 6leo

Figura 12 - Percentual de 6leo e producao de 6leo no Brasil
Fonte: PINTO et al., 2005.

Os oOleos e as gorduras animais possuem estruturas quimicas muito
semelhantes a dos Oleos vegetais, diferenciando-se no tipo e na distribuicdo dos
acidos graxos. Destacam-se, entre as gorduras, o sebo bovino, o éleo de peixe, a
banha de porco, o 6leo de mocoté entre outros (PARENTE, 2003).

Os Oleos e as gorduras residuais sdo compostos resultantes do
processamento domeéstico, comercial ou industrial que representam um grande
potencial de oferta. Outro beneficio importante decorrente do emprego desses
subprodutos € a reducdo do impacto ocasionado pelo descarte dos mesmos no
ambiente ou o custo para adequa-los as condi¢des de descarte (NETO et al., 2000).

As principais fontes sdo as lanchonetes, as cozinhas industriais, os esgotos
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municipais (onde a nata sobrenadante é rica em matéria graxa), industrias de couro
e pescado, etc. O Brasil, por ser um pais de importante industria pecuaria, apresenta
elevado volume de sebo bovino, disponivel nos abatedouros de médio e grande
porte e curtumes.

Ao eleger uma matéria-prima para produgdo de biodiesel é necessario
também observar se esta fonte compete no fornecimento para outras aplicacdes
mais rentaveis. Em geral, o material para aplica¢gdes farmacéuticas tem seu valor
majorado. No entanto, sua demanda usualmente € mais baixa (PINTO et al., 2005).

A soja, o amendoim, o girassol, a mamona, a canola, o babacu e o dendé séo
culturas temporarias. Apesar de 90% da produgéo de 6leo ser proveniente da soja,
esta € uma enorme fonte de proteina. O amendoim tem um teor de 6leo superior ao
de proteina e sua produgdo pode ser facilmente mecanizavel, além de gerar um
farelo de excelentes qualidades nutricionais para alimentos e ragdes. Além disso,
sua casca possui um potencial energético que pode ser aproveitada para a geragéo
de vapor como parte da energia empregada. O dendé e o babagu possuem culturas
permanentes.

A producao de 6leo a partir do dendé alcanga um expressivo rendimento em
relacdo a soja. A Tabela 5 apresenta caracteristicas de diversas fontes de dleo para
a producao de biodiesel (Ministério da Ciéncia e Tecnologia — PNB, 2005).
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Tabela 5 — Caracteristicas de alguns 6leos vegetais com potencial para a producao de

biodiesel
.. Origem do Conteudo do 6leo  Meses de Rendimento
Espécie . .
Oleo (% m/m) colheita em oleo (t/ha)
Dendé (Elaeis
Polpa 26 12 3,0-6,0
guineensis N.)
Babacgu (Attaleea
) Améndoa 66 12 0,4-0,8
speciosa M.)
Girassol (Helianthus
Grao 38-48 3 05-1,5
annus)
Colza (Brassica
Gréo 40-48 3 0,5-0,9
campestre)
Mamona (Ricinus
) Gréo 43-45 3 0,5-1,0
communis)
Amendoim (Arachis
] Gréo 40-50 3 0,6-0,8
hipogaea)
Soja (Glycine Max) Grao 17 3 0,2-0,6

Fonte : Ministério da Ciéncia e Tecnologia , 2005

1.5.2 Alcool

Para a transesterificagdo de Oleos vegetais para a produgao de biodiesel sdo
utilizados alcoois de cadeia curta, com até 5 atomos de carbonos. Os alcoois mais
empregados sao metanol, etanol, propanol, butanol e pentanol. O metanol é o mais
frequentemente utilizado devido ao seu baixo custo e suas vantagens fisicas e
quimicas (polar e menor cadeia carbbnica) (MA e HANNA, 1999). Sua principal
forma de obtencado é o material féssil, que n&o é renovavel. No Brasil, o etanol tem
um maior apelo ecoldgico porque € um produto facilmente obtido a partir de uma
fonte renovavel (biomassa). O metanol também pode ser obtido a partir de
biomassa, porém sua utilizagdo requer maiores cuidados com a seguranga devido a
sua maior toxicidade. Entretanto, os ésteres etilicos tendem a serem mais soluveis
no glicerol, o que dificulta a separagdo dos mesmos, reduzindo o rendimento do
processo de obtengao do biodiesel (GERPEN, 2005).
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O metanol e o etanol sdo os alcoois de maior produgao industrial e com o
maior uso nas reagbOes de transesterificagdo. Os alcoois geralmente sao
empregados em excesso em relagdo a estequiometria da reacgdo. Isso favorece o
deslocamento do equilibrio no sentido da formacdo dos ésteres (biodiesel). E
necessario o uso de alcoois com baixo teor de agua para evitar perda de catalisador
e formacdo de sabdo, no caso da transesterificagcao alcalina. A desidratagcdo do
alcool é feita normalmente por destilagdo. Na desidratagdo do metanol, a destilagéo
€ bastante simples e facil de ser conduzida, uma vez que a volatilidade relativa dos
constituintes dessa mistura € muito grande e ndo existe o fenbmeno de azeotropia
para dificultar a completa separagcdo (PARENTE, 2003). O etanol forma mistura
azeotrépica com a agua o que dificulta (e encarece) a utilizagdo de etanol anidro.
Segundo The Biodiesel Handbook (2005), no Brasil, por exemplo, o etanol é mais
barato que o metanol.

Nelson, Foglia e Marmer (apud FUKUDA, KONDO e NODA, 2001)
observaram diferenga significativa no rendimento da transesterificacdo de
triacilglicerdis empregando varios alcoois de cadeia curta catalisada por diferentes
lipases. A lipase obtida de Mucor miehei foi mais eficiente com alcoois primarios
enquanto a da Candida antarctica teve uma performance mais elevada com alcoois
secundarios. Foram obtidos rendimentos em biodiesel na faixa de 94,8 a 98,5% para
a transesterificagdo com metanol, etanol, propanol, n-butanol e isobutanol, contra
83,3% para isopropanol e 2-butanol.

Quando da utilizagdo de matéria-prima menos nobre, pode-se melhorar o
rendimento do processo ao aproveitar os acidos graxos livres e converté-los também
em ésteres (biodiesel). Hernandez-Martin e Otero (2007) obtiveram 100% e 84% de
conversao de acidos livres em ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos a partir
de O6leo de soja, respectivamente, utilizando 50% m/m de Novozym 435,
empregando razdo molar alcool/acido livre igual a 6,2 apos 24h a 25°C.
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1.5.3 Condicoes reacionais

As variaveis mais importantes que influenciam a converséao e a velocidade
da reacao de transesterificagdo para a producédo de biodiesel sdo: a razdo molar
oleo/alcool, a temperatura de reagdo, a velocidade de agitacdo e a presenga de

impurezas.

1.5.3.1 Influéncia da razao molar alcool / 6leo e forma de adi¢cédo do alcool

A razdo molar entre alcool e 6leo € uma das mais importantes variaveis que
afetam o rendimento da transesterificagcdo. A estequiometria da reacéo é de 3 mol
de alcool para cada mol de triacilglicerol. A alcoolise de um triacilglicerol € um
sistema de varias etapas reacionais em equilibrio, cuja utilizagdo de excesso de
alcool é conveniente para a maximizagdo da producgédo. Este excesso desloca o
equilibrio no sentido do produto, aumentando a produgcao de ésteres monoalquilicos
de acidos graxos. Entretanto, esse aumento excessivo de alcool pode promover o
aumento da solubilidade do glicerol, interferindo na separagdo dos ésteres. O
aumento demasiado na concentragdo de glicerol desloca a reagao no sentido dos
reagentes, reduzindo o rendimento além de dificultar a separacdo do glicerol. A
razao molar normalmente empregada de alcool/dleo utilizada é 6:1 na via quimica
(MEHER, SAGAR e NAIK, 2006).

Encinar et al. (2002) estudaram a influéncia da razdo molar etanol/éleo na
alcodlise catalisada por alcalis do 6leo de Cynara na faixa de 3:1 a 15:1. Para razdes
abaixo de 6:1 a reacao foi incompleta. Os melhores resultados foram entre 9:1 e
12:1, indicando uma razao de 9:1 como sendo a mais apropriada.

A forma de adicdo do alcool também afeta o rendimento da reacdo. E
amplamente conhecido que algumas enzimas sao desativadas quando expostas a
elevadas concentragdes de alcool (HERNANDEZ-MARTIN e OTERO, 2007). Varias
medidas para contornar este problema tém sido adotadas. Alguns autores utilizam a
alcoodlise escalonada, isto &, a adicao do alcool se faz por etapas, ao invés de uma
unica adi¢do no inicio da reagao. Nelson, Foglia e Marmer (apud FUKUDA, KONDO
e NODA, 2001) e Shimada et al. (2003) utilizaram adi¢gado escalonada de alcool de

modo elevar o rendimento final.



47

Shimada et al. (2002) empregaram 1/3 do total de alcool no inicio da reacéo,
1/3 10h apos e 1/3 apos 24h de reagado. Nelson, Foglia e Marmer (apud FUKUDA,
KONDO e NODA, 2001) reduziram a desativacao pelo alcool pelo efeito de diluigao
utilizando um solvente organico (hexano) em suas reacoes.

Shimada et al. (2002) demonstraram que elevadas razées molares de etanol
em relagcédo aos triacilglicerois levam a desativagdo da lipase devido ao contato da
enzima com a fase organica polar imiscivel formada (alcool), uma vez que que
alcoois mais polares apresentam menor solubilidade em éleo.

Hernandez-Martin e Otero (2007) sugerem que o volume o6timo de alcool
(etanol) vai depender tanto do tipo de enzima imobilizada empregada como de sua

quantidade no meio reacional, acenando assim para o estudo do caso.

1.5.3.2 Influéncia da temperatura

A temperatura é também uma variavel de processo importante que afeta
intensamente a velocidade das reagdes quimicas. Em geral, a temperatura da
reacao fica proxima a temperatura de ebulicdo do alcool no caso da catalise alcalina
ou acida. Quando sao utilizadas lipases, a temperatura deve considerar o
comportamento da enzima. A temperatura ndo deve ser alta o suficiente para
desnaturar a enzima.

Salis et al. (2005) obtiveram 100% de conversdo (%mol) utilizando baixa
temperatura (30°C) na transesterificagdo da trioleina com butanol catalisada por

lipase imobilizada de Pseudomonas cepacia (PS-D) apds 6h de reagao.

1.7.3.3 Influéncia da agitagao

A agitagdo promove o processo de transferéncia de massa no sistema.
Sistemas heterogéneos, como o da sintese de biodiesel empregando lipases
imobilizadas, tém maior necessidade de agitagdo para impedir a distribuicao
irregular do catalisador no meio reacional.

O metanol e o etanol s&o imisciveis em triacilglicerois. Na reacédo de
transesterificagdo de oOleos vegetais com metanol para produgdo de biodiesel, os
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reagentes inicialmente formam um sistema bifasico. Nesse caso a reacdo é
controlada pela difusdo dos componentes entre as fases. Uma baixa taxa de difuséo
entre as fases resulta em baixa velocidade de reacdo. Quando a velocidade de
agitacdo excede o minimo necessario para a reagao ocorrer, o fator tempo de
reagao € quem controla o rendimento da reacdo (MEHER, SAGAR e NAIK, 2006)

1.5.3.4 Presenca de impurezas

Impurezas no 6leo como agua, acidos graxos livres, entre outras, afetam
consideravelmente o rendimento. O teor de agua pode inibir a agao de lipases, e na
presencga de catalisadores alcalinos, facilita a formagao de sabdes. Os acidos graxos
livres também podem originar sabdes em presencga de alcalis. O grau de refino do
oleo empregado também afeta o rendimento. Alguns autores ja relataram queda no
rendimento devido ao tipo de d6leo utilizado como matéria-prima. Conversdes de 94 a
97% em ésteres de um dleo refinado cairam para 65 a 84% quando se utilizou 6leo
bruto nas mesmas condigdes (BARNWAL e SHARMA, 2005).

Na transesterificacdo catalisada por lipases imobilizadas, a agua pode
promover a formacdo de uma camada que impede a migracdo dos substratos
organicos até os centros ativos da enzima (YADAY e DEVI, 2004).

A presenca de agua afeta as reacgbes de transesterificacdo catalisadas por
enzimas. O conteudo de agua € importante por varias razdes, pois a agua: (a) age
como “lubrificante” mantendo a enzima em sua conformacgéo ativa; (b) participa de
muitos mecanismos de reagdo que podem causar a desativagdo da enzima; (c) é
responsavel pela agregacdo das particulas da enzima; (d) induz a limitagdes na
difusdo do substrato em elevados teores de agua; (e) pode promover a hidrolise do
substrato, reduzindo o rendimento da reacdo (ADLERCREUTZ, 2000).
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Materiais

2.1.1 Reagentes

O heptadecanoato de metila (95%) foi fornecido pela Sigma-Aldrich Co. (St.
Louis, MO, USA). n-Hexano P.A., metanol P.A., etanol P.A. e hidréxido de potassio

foram obtidos da Vetec (Brasil). O 6leo de soja utilizado era da Sadia (Brasil).

2.1.2 Enzima

A lipase comercial imobilizada utilizada foi gentimente doada pela
Novozymes Latin Americas LTDA (Araucaria, Brasil). A Lipozyme RM IM é uma
lipase 1,3 especifica, obtida a partir do microrganismo Mucor miehei, imobilizada em
uma resina macroporosa aniénica cujo tamanho de particula pode variar entre 0,2 e

0,6 mm.

2.1.3 Equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho estao listados abaixo:

e Agitador de tubos AP56 PHOENIX

e Balanca analitica digital Sartorius BL 210S

e Banho termostatico HAAKE DC10

e Bomba de Vacuo QUIMIS

e Cromatégrafo a gas VARIAN modelo CP 3380

e Placa de agitagédo e aquecimento CORNING PC 420
e Titulador automatico Metler DL 25

e Centrifuga FANEM
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2.1.3.1 Reator

As reagdes de transesterificagdo por via enzimatica e quimica foram
realizadas em um reator batelada fechado de capacidade de 15 mL, provido de
condensador e de agitagdo magnética. Para evitar a perda do alcool por
evaporagdo, a agua que circula no condensador era resfriada com o auxilio de
banho termostatico. A temperatura do meio reacional foi mantida constante através
da circulagdo de etilenoglicol pela camisa do reator, proveniente de um banho

termostatico. O sistema reacional utilizado esta apresentado na Figura 13.

Figura 13 - Sistema reacional utilizado

O acompanhamento do rendimento das reacbes de transesterificacdo era
realizado através da retirada de amostras de 50 pL (em duplicata), apds a

sedimentagcdo por decantagdo da enzima do meio reacional (que ocorria em
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aproximadamente em 5 minutos), em diferentes tempos de reagdo, que foram

analisadas por cromatografia gasosa.

2.2 — Producao de biodiesel

2.2.1 - Via enzimatica

2.2.1.1 - Reacgdes de transesterificacao utilizando lipases

A partir do momento no qual o banho termostatico atingia a temperatura
desejada, adicionava-se o volume de 6leo de soja comercial e a enzima previamente
pesada. Suspendia-se a enzima no Oleo através da agitagcdo magnética e
adicionava-se o volume de alcool desejado.

Em alguns experimentos a adicdo de alcool e enzima foi efetuada de modo
escalonado. Neste caso, tanto o volume de alcool como a massa de enzima nao
foram inteiramente adicionados no instante inicial. Quando realizados em etapas,
tais adicdes eram efetuadas com iguais porgdes, distribuidas ao longo do periodo
reacional, de acordo com o objeto do experimento.

Nas reacgdes transesterificacdo utilizando lipases foram realizados os

seguintes estudos na auséncia de solvente:

e Razao molar dos reagentes: foi avaliada a influéncia da razdo molar
entre o alcool e o dleo, a 40°C, com 7% m/m de enzima. Utilizou-se as
razdes molares iguais a 3, 6 e 10, por adicdo unica de alcool bem
como a adi¢ao escalonada do alcool.

e Temperatura: no estudo da influéncia da temperatura, realizaram-se
experimentos a 40, 50 e 60°C. Nestes ensaios a concentragao de
enzima foi mantida a 7% em massa e a raz&o molar alcool/éleo igual a
3 com adicao escalonada de etanol em 3 etapas sucessivas com 1/3

do etanol total em cada etapa.
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e Concentragcdo e forma de adicao da enzima: a concentragado de
enzima esta expressa em % m/m em relagdo a massa do 6leo. Nestes
experimentos foram empregadas as seguintes concentragdo de
enzima: 3, 5, 7, 9 e 11% m/m. A enzima era adicionada logo apos a
introdugdo do 6leo, seguida de agitacdo do meio. A temperatura
utilizada foi de 40°C e a razdo molar alcool/éleo igual a 3. O etanol foi
introduzido de maneira escalonada, isto é, através de 3 adicOes
sucessivas de 1/3 do volume total do alcool nos tempos 0, 30 e 60
minutos. Foi ainda testada a adicdo da enzima em etapas, a 50°C,
com razao molar alcool/6leo igual a 3 e 7% m/m de enzima.

e Recuperacgao e reutilizagdo da enzima: ao término das reagdes de
transesterificagdo conduzidas, durante 4h, a 50°C com 7% m/m de
enzima e razdo molar alcool/6leo de soja igual a 3, a enzima foi
inicialmente separada do meio reacional por decantacdo, seguida de
lavagem com 10 mL de hexano com filtracdo a vacuo através de um
funil de vidro sinterizado. A enzima recuperada foi mantida em
dessecador durante toda a noite para secagem. Apds este tratamento,
bateladas consecutivas com o uso repetitivo da enzima foram

realizadas.

2.2.1.2 - Reagdes de transesterificagao utilizando lipases na presenca de solvente

As reacgdes transesterificagdo de oOleo de soja com lipases foram também
realizadas na presenca de solvente, isto €, com 50% do volume da mistura reacional
(alcool + 6leo) de hexano, adicionado logo apés a introdugéo do 6leo, promovendo a

mistura dos mesmos. Nestas reagdes foram estudados os seguintes fatores:

¢ Influéncia da razdo molar dos reagentes: a influéncia da adigao de
solvente foi avaliada no rendimento em biodiesel através da reacédo de
transesterificagdo entre dleo de soja e etanol, conduzida a 40°C, com 7%
em massa de Lipozyme RM IM e razbes molares alcool/dleo iguais a 6 € a

10, empregando adi¢ao escalonada do alcool.
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¢ Influéncia da concentragao de enzima: investigou-se a influéncia da
concentragdo de enzima na reacao de transesterificagdo de 6leo de soja
com etanol utilizando razdo molar alcool/6leo igual a 6 e temperatura de
40°C. Foram feitos experimentos com diferentes concentragbes de
enzima, isto €, com 7 e 20% em massa de Lipozyme RM IM.

e Influéncia do tipo de alcool: a influéncia do tipo de alcool foi
investigada na reacgéo de transesterificacdo do 6leo de soja com etanol e
metanol. A reagdo foi conduzida a 40°C, com razdo molar alcool/dleo igual

a 6 e 7% em massa de Lipozyme RM IM.

2.2.2 - Via quimica

A principal rota de obtencéo de biodiesel segue a via quimica. Neste estudo,
realizamos alguns experimentos utilizando o hidroxido de potassio como catalisador
em condigdes equivalentes aquelas empregadas na via enzimatica para efeito
comparativo.

As reacbes de transesterificacdo promovidas pelo uso de catalisador
inorganico (KOH) foram realizadas com 4h de duracéo e a 50°C. Nelas estudou-se o
efeito da concentracdo do KOH. Reagdes foram realizadas empregando com
diferentes concentragbes de KOH, isto é, a 3, 4,5 e 6% m/m em relagdo a massa
de 6leo de soja. O KOH era previamente triturado com pistilo em gral de porcelana,
pesado e dissolvido no volume integral do alcool a ser utilizado. Sua adigao era feita
logo apds a introdugao do 6leo no reator. Este momento era considerado o tempo
inicial da reacdo. A adicao da mistura alcool/KOH provocava o escurecimento do
Oleo. Apds alguns minutos de agitagao, o 6leo retornava a coloragao original.

Foram estudadas reagdes de transesterificacdo para a producéo de biodiesel

empregando KOH como catalisador:

o Efeito da razdo molar dos reagentes e da concentragcao do
catalisador: a produgcdo de biodiesel através da reacdo de
transesterificagdo do 6leo de soja catalisada por KOH foi investigada

variando-se a razao molar dos reagentes (etanol e éleo de soja), com
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R=3 e R=6 e a concentracdo de KOH, 3, 4,5 e 6% em massa de
catalisador. As reagdes foram conduzidas a temperatura de 50°C.

o Efeito do tipo de alcool: o efeito do tipo de alcool na
transesterificacdo catalisada por KOH foi avaliado nas reagdes
conduzidas com etanol e metanol empregados em razdes molares

alcool/6leo iguais a 3:1 e 6:1 e com 6% em massa de KOH a 50°C.

2.2.3 — Analise cromatografica

O método cromatografico para calculo da concentragdo de ésteres alquilicos
foi adaptado da norma indicada pelo Comité de Padronizagdo Europeu (Draft prEN
14103, 2001). Aliquotas de 50 uL, em duplicata, do meio reacional, foram diluidas 10
vezes em hexano contendo heptadecanoato de metila (padrdo interno). Em seguida,
2,0 uL da amostra diluida foram injetados no cromatografo a gas equipado com uma
coluna CP WAX 52 CB (30m x 0,25mm x 0,25um) e detector de ionizagdo de chama
(DIC), em sistema de injec&o split com razédo de 1:20. As temperaturas do injetor e
do detector foram mantidas a 280°C. A pressao do gas de arraste (H2) no sistema foi
de 12 psi. A temperatura inicial do forno foi, inicialmente, mantida a 200°C por 4,5
min e, em seguida, aumentada a 210°C a uma taxa de 20°C/min e mantida por 30
segundos nesta temperatura. A seguir, a temperatura foi aumentada a 220°C,
utilizando a mesma taxa de aquecimento, e mantida por 30 segundos. Finalmente, a
temperatura do forno foi elevada a 260°C através da mesma taxa de aquecimento e
mantida por 4,5 minutos. Um computador equipado com o software Star Workstation
6.2 foi conectado ao cromatdgrafo a gas através do modulo de interface (Star 800)
para integrar automaticamente os picos obtidos.

O calculo utilizado para a determinacdo do rendimento em ésteres obtido em
cada reagao segue o critério indicado pela norma. A soma das areas dos ésteres na
amostra (previamente pesada) € comparada com a area de uma massa conhecida
de padrao, dentro da faixa de resposta linear do detector para o heptadecanoato de
metila (padrao) e calculado o conteudo percentual em massa dos ésteres obtidos na

reacao (biodiesel) — equagéao 2.1.
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_ (z A)— Ay, ¥ Cp XVp,
Ap

C ©00  (2.1)

am

onde:

>A = area total dos picos dos ésteres;

Ap; = area do pico do padréao interno;

Cpi = concentragédo, em mg/mL, do padrdo de heptadecanoato de metila em
hexano;

Ve = volume, em mL, da solugdo de padrao interno utilizada para dissolver a
amostra;

M.m = massa, em mg, da amostra pesada,;

2.2.4 — Determinacao da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enzimatica das lipases comerciais imobilizadas
foi determinada pelo consumo de acido oléico na reagao de esterificacdo com o
butanol empregando razdo molar acido oléico/butanol igual a 1,0, a 45°C e
concentragado de enzima de 3,0% (m/m), conforme o método descrito por Dias et al.
(2006). Uma unidade de atividade de esterificacao foi definida como a quantidade de
enzima que consome 1umol de acido oléico por minuto (U.l.), nas condig¢des citadas.

No procedimento de determinacdo da atividade enzimatica, 30 mmols de
acido oléico e 30 mmols de butanol foram adicionados em um reator aberto de
capacidade de 20 mL, provido de agitagdo magnética e conectado a um banho
termostatico. A reagao de esterificagao foi iniciada apds a adi¢ao de 0,3 g da enzima
ao meio reacional. Aliquotas de 100 uL, em duplicata, foram retiradas do meio
reacional no tempo zero e apds 15 minutos de reacao, e foram diluidas em 20 mL de
acetonaletanol 1:1.

A quantidade de acido oléico consumido foi determinada nas solugbes de
aliquotas por titulacdo contra NaOH 0,04 mol/L, utilizando um titulador automatico.

Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que conduz ao
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consumo de 1 umol de acido oléico por minuto nas condi¢des experimentais

descritas. A equacdo 2.2 descreve o calculo da atividade enzimatica de
esterificacéo.

_h V)M Ve 000 (2.2)

mr

A

txm

onde:

A = atividade enzimatica em unidades por grama de enzima (U/g ou umol/min.g) ;

Vs = volume, em mL, de NaOH consumido na titulagdo da amostra retirada no tempo
zero de reacéo;

V> = volume, em mL, de NaOH consumido na titulagdo da amostra retirada no apds
15 minutos de reacao;

M = concentracao, em mol.L™, da solucao de NaOH;

t = tempo, em minutos, de reacéo;
m = massa, em gramas, de preparagao enzimatica utilizada na reacgéo;

Va = volume, em mL, da solugao de amostra;

Vmr = volume, em mL, da solugdo do meio reacional;
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo é feita uma apresentacéo dos resultados obtidos no estudo da
producao de biodiesel pela transesterificagdo do 6éleo de soja catalisada por lipase
comercial imobilizada, Lipozyme RM IM. As variaveis analisadas foram: tipo de
alcool, temperatura, concentragdes de alcool e de enzima, possibilidade de
reutilizagdo da enzima, forma de adigédo do alcool, presenga de solvente.

Em uma segunda etapa, foram realizadas reag¢des de transesterificagdo do
Oleo de soja catalisadas por KOH com o propdsito de comparar algumas variaveis e

resultados com aqueles obtidos na catalise enzimatica.

3.1 — Atividade enzimatica

A atividade de esterificagcdo da enzima comercial Lipozyme RM IM, foi
determinada pelo consumo de acido oléico na reacéo de esterificagdo com butanol,
empregando razao molar acido oléico/butanol igual a 1 e 3% (m/m) concentracao de
enzima a 45 °C, conforme descrito no item 2.2.4. Uma unidade de atividade de
esterificacao foi definida como a quantidade de enzima que consome 1umol de acido

oléico por minuto. Nessas condigdes, a atividade da Lipozyme RM IM foi de 1510 U.

3.2 - Reagoes de Transesterificagao Enzimatica em meio sem Solvente

3.2.1 - Influéncia da razdo molar dos reagentes

A influéncia da razdo molar etanol/6leo de soja foi avaliada na reacao de
transesterificagdo conduzida a 40°C, com Lipozyme a 7% em massa em trés
condicdes distintas: R=3, R=6 e R=10. Os resultados obtidos sdo apresentados na
Figura 14 da qual observa-se que a razdo molar estequiométrica dos reagentes
(raz&o molar etanol/6leo = 3) permitiu o0 maior rendimento em ésteres etilicos (17%)
nestas condicdes reacionais, apos 8h de reacdo. As reacdes conduzidas com

excesso de etanol (R=6 e R=10) resultaram em rendimento de 3%.
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Na reacdo de transesterificagdo de Oleos vegetais sdo necessarios, pelo
menos, trés mols de alcool para cada mol de o6leo (Figura 2). Como esta reagao é
reversivel, um aumento da quantidade de um dos reagentes resulta num aumento
na quantidade de éster produzido. Uma razdo molar alcool/6leo de 6:1 é
normalmente usada nos processos industriais para obter rendimentos elevados
(GERPEN, 2005; BARNWAL e SHARMA, 2005). Além disso, o excesso de alcool
pode servir para manter o glicerol, produto da reagdo que fisicamente bloqueia a
entrada dos poros do catalisador, em solucdo (HERNANDEZ-MARTIN e OTERO,
2008).
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Figura 14 - Influéncia da razdo molar etanol/6leo de soja no rendimento em biodiesel
utilizando 7% m/m de Lipozyme RM IM, a 40°C.

No entanto, € conhecido que as proteinas geralmente s&o instaveis na
presenca de alcoois de cadeia curta, tais como o etanol e o metanol. Assim, o
excesso de alcool produz efeitos contrarios na reagado enzimatica: i) uma diminuigéo
na estabilidade do biocatalisador e ii) um efeito positivo na cinética da reagédo por
facilitar a formagcdo de uma suspensdo mais homogénea dos reagentes e do
biocatalisador. Considerando os resultados obtidos, verificou-se que a desativacao
da lipase pelo excesso de alcool exerceu um efeito mais pronunciado sob o

rendimento da reagao.
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Shimada et al. (1999) reportaram que em presenca de mais que 1,5 vezes a
razdo molar de alcool (metanol) equivalente ocorria a inativagdo da enzima
(Novozym 435) utilizada na transesterificagcdo de uma mistura de 6leo de soja e
algodao. De acordo com Kdse, Tuter e Aksoy (2002), o alcool pode remover a
camada de agua essencial que estabiliza a enzima imobilizada, bem como formar
complexos binarios inibitorios alcool-lipase, justificando o efeito prejudicial da
elevada concentragao de alcool na atividade da lipase.

Salis et al. (2005) observaram resultados semelhantes na reagao entre
trioleina e 1-butanol, empregando razées molares butanol/trioleina iguais a 3 e 6. Ao
elevar a razdo molar, ocorreu diminuicdo no rendimento em ésteres. Segundo os
autores, esse resultado pode ter sido ocasionado pelo efeito negativo provocado
pelo aumento da polaridade do meio reacional, que acarreta na inativacdo do

biocatalisador.

3.2.2 - Influéncia da adicio escalonada do alcool

Para alcangar a completa conversdo dos triacilglicerdis nos seus
correspondentes ésteres etilicos € necessario, pelo menos, que seja utilizada a
quantidade estequiométrica de etanol na reagao de transesterificacdo. Mesmo
nessas condi¢des, de acordo com a Figura 14, o rendimento obtido foi baixo (17%
em 8h). Para evitar a desnaturagao da lipase pela alta concentragéo inicial de alcool
na reagao, investigou-se, entdo, a adigado de etanol de forma escalonada. A adigao
escalonada foi efetuada introduzindo-se o etanol em trés etapas sucessivas, isto €,
1/3 do volume foi adicionado no inicio da reacdo, 1/3 apds 4 horas e 1/3 apds 6
horas de rea¢do. Na adigédo unica, todo o volume de etanol foi misturado ao 6leo e a
enzima no inicio da reagao. As reagdes foram conduzidas com Lipozyme a 7% m/m,
a 40°C e utilizando a razéo estequiométrica dos reagentes, isto ¢, 3:1. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura 15. Observa-se um aumento significativo no
rendimento da reacéo pelo emprego da adigdo escalonada de alcool. O rendimento
em ésteres etilicos (60%), apds 8h, foi muito maior do que o observado quando todo
o etanol foi adicionado no inicio da reagao (17%).

Quando se trata de &lcoois de cadeia curta (mais polares) observa-se que

estes tém solubilidade reduzida no dleo, o que acarreta diminuigdo do contato entre
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as fases e consequentemente a interacdo necessaria para a ocorréncia da reacgao.
Os ésteres produzidos possuem acgao surfactantes, o que facilita a solubilizacdo do
alcool pouco soluvel em déleo, consequentemente favorecendo a reagdo de modo

geral. O alcool ndo solubilizado pode ainda desnaturar a enzima.
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Figura 15 - Efeito da forma de adigdo do etanol no rendimento da reagdao de
transesterificagdo com o 6leo de soja, utilizando razao molar etanol/éleo igual a 3, 7% m/m
Lipozyme RM IM, a 40°C.

Shimada et al. (2002) também verificaram uma maior conversao na
metandlise de d6leo vegetal utilizando lipase imobilizada de Candida antarctica a 4%
m/m, com trés adigbes sucessivas de metanol (0, 10 e 24h), com razdo molar
alcool/dleo igual a 3 e temperatura de 30°C, obtendo 95,9% de conversédo em
ésteres metilicos de acidos graxos.

Considerando os resultados apresentados na Figura 15, um novo
experimento foi realizado com condigbes semelhantes ao anterior, aumentando a
razao molar etanol/6leo para 6 (Figura 16). Neste caso, o etanol foi adicionado em 6

etapas, nos tempos de reacéo iguais a 0, 30, 60, 90, 120 e 150 minutos.
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Figura 16 - Efeito da forma de adigdo do etanol no rendimento da reagdo de
transesterificagcdo com o 6leo de soja, utilizando razdo molar etanol/6leo de soja igual a 6,
7% (m/m) de Lipozyme RM IM, a 40°C.

Pode-se observar que a adicdo escalonada permitiu um maior rendimento em
esteres etilicos mesmo quando se empregou excesso de alcool (razdo molar
etanol/6leo de soja igual a 6). No entanto, considerando os resultados obtidos no
ensaio com adicdao em trés etapas, verifica-se novamente que a melhor razdo molar
dos reagentes € a estequiométrica, mesmo com adi¢cdo escalonada do etanol.

Visto que a adicdo de etanol de forma escalonada, utilizando a razédo
estequiométrica dos reagentes permitiu 0 maior rendimento em ésteres etilicos,
investigou-se, também, tempos diferentes para adicdo de etanol. Desta forma, foram
realizados trés experimentos com tempos de adi¢cédo de: 0, 2 e 4h para o primeiro
ensaio, 0, 5 e 7h para o segundo e 0, 0,5 e 1h para o terceiro. Os resultados
apresentados na Figura 17 mostram rendimentos finais semelhantes e também que
a adicao de etanol em tempos menores (0, 30 e 60 minutos) propiciou a obtengao de
maior rendimento em tempos menores nas condigbes reacionais empregadas
(58,2%).
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Figura 17 - Efeito da adigdo escalonada do etanol na reagédo de transesterificagdo com o
Oleo de soja, utilizando raz&do molar etanol/éleo de soja igual a 3, 7% m/m de Lipozyme RM
IM, a 40°C.

A partir desses resultados, avaliou-se a hipétese de que uma variacido na
quantidade escalonada poderia deslocar ainda mais o equilibrio, de modo acelerar o
processo. A adicdo de etanol foi estudada em dois experimentos paralelos, em
tempos menores de reacdo, da seguinte forma: i) em uma reagao 1/3 do etanol foi
adicionado nos tempos 0, 30 e 60 minutos; ii) na segunda reacgéo, 1/3 do etanol foi
adicionado no tempo 0 e 2/3 no tempo 60 minutos. Os resultados obtidos neste
experimento foram préximos para as duas condicbes testadas, ndo diferindo
significativamente a ponto de sugerir melhoria na performance da reagao (Figura
18).
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Figura 18 - Efeito do tempo de adi¢cao escalonada do etanol na reagcéo de transesterificacéo
com o 6leo de soja, utilizando razdo molar etanol/éleo de soja igual a 3, 7% (m/m) de
Lipozyme RM IM, a 40°C.

3.2.3 - Influéncia da concentracio de enzima

Considerando as melhores condigbes reacionais encontradas (razdo molar
dos reagentes igual a 3, com adicdo escalonada do etanol nos tempos 0, 30 e 60
minutos), foi investigada a influéncia da concentragdo de enzima no rendimento da
reacdo. Assim foram realizados reacdes de transesterificacdo com diferentes
concentragdes de enzima (3, 5, 7, 9 e 11% em massa) a 40°C e razdo molar
etanol/6leo de soja igual a 3 adicionado de modo escalonado. De acordo com os
resultados apresentados na Figura 19, o maior rendimento em ésteres etilicos foi
obtido com a Lipozyme RM IM a 7% (m/m), isto é, 63% em ésteres. Durante a
etandlise, devido a baixa solubilidade do etanol em 6leo vegetal, a mistura reacional
necessita de constante agitacdo. Os reagentes inicialmente formam um sistema
composto de duas fases, que com a adicdo da enzima imobilizada passa a um

sistema ternario.
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Em concentracdes elevadas de Lipozyme RM IM (9 e 11% m/m), a auséncia
de um sistema com homogeneizagdo adequada do meio reacional reduz o processo
de transferéncia de massa necessario para a ocorréncia mais efetiva da reagao, o

que pode justificar o menor rendimento em ésteres etilicos.
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Figura 19 — Rendimento maximo alcangado em cada concentracdo de Lipozyme RM IM na
reagado de transesterificagdo de 6leo de soja a 40°C e razdo molar etanol/6leo igual a 3,

adicionado de modo escalonado.

Dados mais detalhados da forma como a concentragdo de enzima influenciou
o rendimento em ésteres estdo apresentados na Figura 20. A grande quantidade de
lipase utilizada nos experimentos com 9 e 11% m/m de Lipozyme RM IM pode
acarretar na formacado de grumos. O fendbmeno de formag&o de grumos leva a
formacao de agregados e a distribuicdo ndo homogénea da lipase. As moléculas de
enzima na superficie de tais particulas estdo expostas a altas concentracbes de
substrato, mas a transferéncia de massa ao longo do grumo pode limitar
severamente a concentragdo de substrato dentro do grumo, fazendo com que a
enzima no interior dos grumos nao participe da reagao. Assim, a baixa atividade de
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uma fragdo do catalisador reduz o rendimento global, diminuindo a eficiéncia por
unidade de massa do biocatalisador (FORESTI e FERREIRA, 2005).
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Figura 20 - Efeito da concentragdo de Lipozyme RM IM no rendimento da reagdo de
transesterificacao do etanol com o dleo de soja, utilizando razdo molar de etanol/6leo de
soja igual a 3, com adicao escalonada de etanol (1/3 em 0Oh, 1/3 apds 30 min, 1/3 apds 60
min), a 40°C.

Modi et al. (2007) também analisaram o efeito da concentracdo de enzima
imobilizada (Novozym 435) na producdo de biodiesel a partir de 6leos vegetais. Foi
observado aumento significativo (~100%) ao passar de 5% para 10% em massa de
enzima (em relacdo a massa de 6leo). Entretanto, os valores de rendimento em
ésteres para experimentos conduzidos com concentragdo de enzima de 20 e de
30% foram baixos. Provavelmente havia limitagdo na concentragdo de substrato e
excesso de enzima.

A concentracdo pode ter relevancia ainda maior diante de um sistema
eficiente de agitagdo. A velocidade de agitacdo é um paradmetro que afeta de forma
diferenciada os distintos sistemas biocataliticos em fase organica. Uma intensa

agitacdo favorece a formagdo de micelas reversas e mantém suspensas as
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moléculas de enzimas em solventes anidros evitando limitagbes difusionais no
transporte do substrato até o microambiente da enzima (ILLANES, 1994).

Os resultados da Figura 20 também permitem verificar que mesmo com o
aumento da concentragdo de biocatalisador o rendimento apdés 4h manteve-se em
torno de 60%. De acordo com Hernandez-Martin e Otero (2007), para a lipase 1(3) —
regioespecifica, como é o caso da Lipozyme RM IM, obter rendimentos acima de
66% na reacao de transesterificacdo é necessario que ocorra um grau de migragao
dos grupos acil durante a reagao. Os autores observaram que a regioespecificidade
da Lipozyme TL IM (lipase 1(3) — regioespecifica) impede a obtencdo de conversées
maiores que 80%, apds 7h de reacdo de etandlise de oleo de girassol com 17,5%
m/m da preparagao enzimatica. Ja a Novozyme 435 (lipase nao especifica), permitiu

conversdes quantitativas quando empregada em teores de 50% m/m.

3.2.4 - Influéncia da adicdo escalonada de enzima

Para evitar a desativacao enzimatica devido a presencga de etanol no meio
reacional, foi investigada a adigao escalonada de Lipozyme RM IM, em duas etapas
apo6s 0 e 2h na reacdo conduzida a 50°C, empregando razao estequiométrica dos
reagentes e Lipozyme RM IM a 7% m/m. Os resultados (Figura 21) mostram que o
rendimento final apds 4 horas de reacgao foi similar para as duas situacoes testadas,
sendo que a taxa inicial de reagao, evidentemente, foi muito maior na reacido com
adicado total da enzima no tempo zero. Através desses resultados podemos supor
gue nao ocorre desativagao significativa da enzima nas condi¢des do teste, visto que
foram obtidos os mesmos resultados finais, variando apenas no tempo gasto para
atingir tais valores. Para as condi¢gbes experimentais utilizadas com a adi¢gdo de
lipase no inicio da reagao, o equilibrio parece ser alcangcado em cerca de duas horas

de reacao.
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Figura 21 - Influéncia da forma de adigdo da Lipozyme RM IM (adigéo unica ou escalonada:
50% em Oh e 50% apods 2h de reacdo) na reacao de transesterificacdo do etanol com o 6leo

de soja, utilizando razdo molar de etanol/éleo de soja igual a 3, a 50°C.

3.2.5 - Influéncia da temperatura

O efeito da temperatura na producédo de biodiesel pela transesterificacdo do
oleo de soja com etanol, empregando 7% m/m de lipase imobilizada (Lipozyme RM
IM) foi examinado nas temperaturas de 40°C, 50°C e 60°C. Todas as reagdes foram
conduzidas empregando razdo molar estequiométrica alcool:dleo, isto é, 3:1, com
adicao escalonada do alcool. O resultado desses experimentos esta apresentado na
Figura 22, onde se observa que o maior rendimento ocorreu a 50°C, em todo o
intervalo de tempo avaliado. A 60°C pode-se notar o declinio no rendimento com o
tempo da reagdo, o que pode estar relacionado com a perda de atividade
enzimatica.

A influéncia da temperatura sobre a cinética da reagcdo enzimatica deve ser

entendida em duas fases distintas: em principio, a elevacédo da temperatura leva a
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Figura 22 - Influéncia da temperatura no rendimento da reagdo de transesterificagdo do
etanol com o dleo de soja, utilizando razdo molar de etanol/6leo de soja igual a 3, com
adicao escalonada de etanol (1/3 em 0Oh, 1/3 apdés 30 min e 1/3 apds 60 min) e Lipozyme
RMIMa7 % m/m.

aumento de velocidade de reacdo, por aumentar a energia cinética das moléculas
componentes do sistema, aumentando a probabilidade de choques efetivos entre
elas. Esse efeito € observado em um intervalo de temperatura compativel com a
manutencdo da estrutura espacial da enzima. Temperaturas mais altas levam a
desnaturacdo da enzima, ou seja, a perda de sua estrutura nativa, catalitica, por
alterarem as ligagdes quimicas que mantém sua estrutura tridimensional. Rompidas
as ligagbdes de hidrogénio, que sao ligagdes bastante termolabeis, desencadeia-se
uma cascata de alteracbes estruturais, levando a enzima a uma nova conformacéao
ou a um estado sem estrutura definida: a enzima é dita, ent&do, desnaturada. A
temperatura que provoca a desnaturagcdo naturalmente varia para cada enzima, mas
geralmente esta pouco acima de sua temperatura 6tima (SEGEL, 1993).

A estabilidade térmica das enzimas também é dependente do meio reacional
empregado. Solventes hidrofilicos, tais como o etanol, tendem a desativar as
enzimas diminuindo sua estabilidade térmica.

Assim, de acordo com os resultados obtidos, a melhor temperatura para a

transesterificacao nas condi¢des estudadas foi de 50°C.
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Kose, Tuter, Aksoy (2002) também observaram o maior rendimento em
ésteres metilicos na temperatura de 50°C na reacdo de metandlise de 6leo de
semente de algodao catalisada pela lipase imobilizada de Candida antartica.

Na etandlise de acidos graxos catalisada por Lipozyme RM IM, 5% em
massa, com razdo molar 3:1 alcool/éleo, em diferentes temperaturas, Hernandez-
Martin e Otero (2007) obtiveram melhores resultados na temperatura de 25°C, que
reduz o gasto energético bem como o efeito da desativagcdo da enzima pelo

nucledfilo, que deve ser mais pronunciado em temperaturas mais elevadas.

3.2.6 - Reutilizacdo da enzima

A possibilidade de reutilizagdo da preparagao enzimatica € uma das grandes
vantagens do emprego de enzimas imobilizadas, o que possibilita a reducdo do
custo do processo. Para investigar a reutilizagdo da enzima, a reagcado de etandlise
do dleo de soja foi realizada nas condigbes 6timas determinadas (T= 50°C, R=3 com
adicado escalonada do etanol, sem solvente, concentragédo de Lipozyme RM IM de 7
% m/m). A enzima foi separada do meio reacional, lavada com 10 mL de hexano e
filtrada a vacuo e mantida em dessecador por 12h. Apds esse tratamento, a enzima
foi reutilizada. Os resultados apresentados na Figura 23 indicam que a enzima perde
drasticamente a sua atividade, quando reutilizada, obtendo-se rendimentos inferiores
a 10% na segunda reutilizagéo.

Segundo Lima, Pyle e Asenjo (1995) a perda da atividade catalitica da lipase
apos ser reutilizada sucessivamente em reacgdes de esterificacdo € devida ao
acumulo de agua sobre o suporte da enzima. Este efeito foi confirmado pelos
autores quando a enzima recuperou sua atividade catalitica apds a secagem até sua

quantidade inicial de agua.
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Figura 23 - Reutilizagcao da Lipozyme RM IM na reacao de transesterificagdo do etanol com
o 6leo de soja utilizando razdo estequiométrica dos reagentes, com adigdo escalonada de
etanol (1/3 em 0 h, 1/3 em 0,5 h e 1/3 em 1 hora) a 50°C. A enzima antes de ser reutilizada

foi mantida em dessecador a temperatura ambiente por 12 horas.

Xu, Du e Liu (2005) admitem que, possivelmente, o glicerol, um dos produtos
da reacgao de transesterificacdo pode ser adsorvido no suporte de imobilizagdo da
lipase, levando a uma modificagdo do microambiente da enzima e
consequentemente a um decréscimo na sua atividade.

De acordo com Soumanou e Bornscheuer (2003), o glicerol pode também
inibir a reacdo pela limitagcdo da difusdo de produto e substrato, devido a sua
insolubilidade no dleo. O trabalho desses autores, foi observada retencdo da
atividade catalitica da enzima superior a 75% da atividade original apds 5 ciclos de
24h com Lipozyme RM IM, a 10% m/m em relagédo ao d6leo, a 40°C, empregando
razdo molar metanol/dleo de algoddo igual a 3. Em condicbes semelhantes a
Lipozyme TL IM reteve atividade superior a 75% até o 3° reuso, apresentando perda
significativamente superior de atividade em relagédo a Lipozyme RM IM. Isto pode ser
atribuido a diferentes fatores como a inativagdo da enzima na fase hidrofobica
(6leo), tipo de suporte utilizado na imobilizagdo da enzima ou sensibilidade da
enzima a longa exposi¢ao ao metanol.

Shah e Gupta (2007) também observaram perda na atividade catalitica da
enzima de lipase imobilizada de Pseudomonas cepacia na transesterificagcao de oleo

de Jatropa com etanol com razdo molar etanol/6leo = 4, com 10% de lipase, a 40°C,
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em meio sem solvente. As reacdes ocorreram sem perda de atividade até a 42
reagao.

Sanchez e Vasudevan (2006) observaram manutengcdo de 95% da atividade
catalitica inicial da Novozym 435 na transesterificagdo de trioleina presente em 6leo
de oliva com metanol, adicionado em etapas, a 60°C, com razdo molar alcool/6leo
igual a 8:1, na presenca de hexano, apds reuso em 5 bateladas e mais de 70% de
sua atividade inicial apés 8 bateladas. Uma nova batelada de reagentes era

introduzida a cada 24h de reacéo.

3.3 - Transesterificagao enzimatica na presenca de solvente

3.3.1 - Influéncia da razdo molar dos reagentes

A utilizagdo de solvente organico ndo € muito adequada para a produgao de
biodiesel devido ao risco de acidentes. Além disso, se faz necessaria uma etapa
para a remogao do solvente (SHIMADA et al., 2002). Por outro lado, as lipases
imobilizadas apresentam elevadas conversdes em solventes organicos apolares e
por isso existem diversos estudos de alcodlise enzimatica de triacilglicerois em
solventes organicos (SOUMANOU e BORNSCHEUER, 2003).

A biocatalise de reacgdes de sintese, tal como a reagdo de producgédo de
biodiesel, &€ geralmente considerada possivel em solventes imisciveis em agua.
Pode-se comparar a miscibilidade através do coeficiente de particdo (P) da
substancia. O coeficiente de particdo de um composto é a relagdo entre as
concentragdes do mesmo em um sistema bifasico formado por uma fase orgéanica
(apolar) e agua. O logaritmo do coeficiente de particdo (log P) é um dos parametros
utilizados para determinar a hidrofobicidade de um solvente.

Os solventes com log P maior que 4 permitem expressar melhor a atividade
catalitica da maioria das enzimas, o que pode ser explicado parcialmente pela
capacidade dos solventes hidrofilicos (log P < 4) em remover a agua associada a
enzima, que é essencial para a biocatalise (ILLANES, 1994). Um dos solventes mais
empregados nas reagdes de sintese utilizando lipases é o hexano, que tem log P
3,5.
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A influéncia da adicdo de solvente foi avaliada no rendimento em biodiesel
obtido na reagédo de transesterificagédo entre 6leo de soja e etanol, conduzida a 40°C,
com Lipozyme RM IM a 7% (m/m) e razdes molares alcool/6leo iguais a 6 € a 10. Os
resultados desses experimentos estao apresentados na Figura 24, onde observa-se
que a presenca de hexano favoreceu a producdo de biodiesel, visto que esse
solvente apolar preserva a conformacgéo ativa da enzima e, consequentemente, sua

capacidade catalitica.
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Figura 24 - Influéncia da adicdo de solvente (hexano a 50% v/v) no rendimento em
biodiesel, utilizando razées molares etanol/6leo de soja iguais a 6 e a 10, Lipozyme a 7%
m/m, a 40°C.

Sanchez e Vasudevan (2006) realizaram a transesterificagado de trioleina com
metanol catalisada por lipase, na presengca de um volume de hexano igual a 4x o
volume de dleo, a 60°C, 10h de reagao e 1000 U de enzima (Novozym 435) obtendo
conversao acima de 90%.

Iso et al. (2001) testaram a adigdo de solventes orgénicos (benzeno,
cloroférmio, 1,4-dioxano e tetrahidrofurano) para aumentar solubilidade do metanol
no oleo de acafrdo e na trioleina para a transesterificacdo catalisada por lipase

imobilizada de Pseudomonas fluorences a 50°C com razdo molar igual a 3:1
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(alcool/dleo). A atividade enzimatica foi extremamente baixa com benzeno,
cloroformio e tetrahidrofurano. A utilizacdo de alta concentragcdo de 1,4-dioxano
produziu um aumento da atividade enzimatica, elevando a razdo de conversao de
oleato de metila de 35% para 70% quando aumentou a concentracdo de solvente de
50% para 90% (em relagdo a massa de d6leo). Segundo os autores, o uso de
solvente organico nao se faz necessario com alcoois como propanol e butanol que
se solubilizam no 6leo, promovendo uma reagdo em meio homogéneo, evitando um
esforgo extra e gasto energético adicional para remover o solvente posteriormente,

seja através de destilagdo, extracao, etc.

3.3.2 - Influéncia da concentracio de enzima

Considerando os resultados apresentados na Figura 25, investigou-se a
influéncia da concentragcdo de enzima na producdo de ésteres etilicos na reacao
utilizando razdo molar etanol/6leo de soja igual a 6, na presenga de hexano (50%
v/v), a 40°C, em reator fechado. Foram feitos dois experimentos, com concentragbes
de Lipozyme iguais a 7 e a 20% (m/m). De acordo com os resultados apresentados
na Figura 15, pode-se observar que na reagdo empregando Lipozyme a 20% (m/m)
houve um aumento, como esperado, no rendimento, obtendo-se apds 8 horas de
reagao cerca de 25% de rendimento em ésteres etilicos, enquanto que com 7% m/m
de Lipozyme RM IM obteve-se apenas 12%. No entanto, considerando os custos do
processo e as dificuldades operacionais (0 uso de elevada massa da enzima
comercial torna mais dificil uma homogeneizagdo adequada do meio reacional, bem
como o aumento do custo final), a concentragdo escolhida para proceder aos

experimentos posteriores foi de 7% (m/m).
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Figura 25 - Influéncia da concentragdo de enzima (Lipozyme RM IM) no rendimento em
biodiesel utilizando razao molar etanol/éleo de soja igual a 6, na presenga de hexano (50%
v/v), a 40°C.

3.3.3 - Influéncia do tipo de alcool

A transesterificacdo de triacilgliceréis com metanol é preferencialmente a
reacido mais estudada para produgdo de biodiesel em fungdo do baixo custo do
metanol, que pode ser obtido também a partir de derivados do petroleo, o que reduz
seu preco. No entanto, a alcodlise enzimatica de triacilglicer6is também tem sido
investigada utilizando outros alcoois, incluindo etanol, propanol, isopropanol, butanol
e pentanol (GERPEN, 2005). Normalmente, o metanol € usado porque € o alcool de
menor custo em muitos paises. No entanto, no Brasil, é fato bastante conhecido a
importancia do alcool etilico no mercado energético nacional. A influéncia do tipo de
alcool (metanol ou etanol) foi investigada, portanto, na reagido conduzida a 40°C,
com razao molar alcool/6leo igual a 6 e Lipozyme RM IM a 7% m/m. As reagdes
foram conduzidas na presenca de hexano 50 % v/v.

De acordo com os resultados apresentados na Figura 26, para 0 mesmo

tempo de reagéao, verifica-se que o rendimento da reagéo utilizando etanol foi cerca
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de 5 vezes maior do que na reagdo empregando metanol. Esse fato pode ser
explicado pela maior desnaturagcdo da enzima pelo alcool de menor numero de
atomos de carbono. O metanol € um solvente altamente hidrofilico e, portanto, é
capaz de solubilizar e de remover a camada de agua essencial que envolve as
enzimas, o que pode causar a perda da atividade catalitica da lipase (ILLANES,
1994 e KOSKINEN e KLIBANOV, 1996). Desse modo, a eficiéncia da metandlise na
transesterificagao de triacilglicerdis € comumente mais baixa comparada com etanol,
em meio com ou sem solvente (FUKUDA, KONDO e NODA, 2001).
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Figura 26 - Influéncia do tipo de alcool (metanol ou etanol) na produgao de biodiesel
utilizando razado molar alcool/dleo de soja igual a 6, Lipozyme a 7% (m/m), na presenga de
hexano (50% v/v), a 40°C.
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3.4 — Reagoes de transesterificacao empregando KOH

3.4.1 - Efeito da razdo molar etanol/6leo de soja e da concentracido do catalisador

Para efeito de comparacdo com as reagdes catalisadas por lipases, foram
realizadas reagdes de transesterificagdo de oOleo de soja com etanol e metanol
empregando KOH.

A influéncia da razdo molar dos reagentes etanol/éleo de soja (3:1 e 6:1) foi
investigada empregando diferentes concentragbes de hidroxido de potassio (3; 4,5 e
6% m/m). As reagbes foram conduzidas a temperatura de 50°C. Os resultados
destes experimentos estado ilustrados na Figura 27 e indicam que um aumento da
concentracdo de alcool favoreceu o deslocamento da reacdo no sentido da maior
producao de éster. A reacgéo foi conduzida com razdo molar etanol/6leo igual a 6:1,
com uma concentracdo de 6% de catalisador apresentou o melhor rendimento
(63%). Nas reagdes catalisadas pela lipase, que envolvem um equilibrio quimico, o
aumento do alcool ajudava a deslocar a reagdo no sentido dos produtos. Porém, a
partir de determinada concentragdo, o que observamos foi que o aumento do alcool
pode inibir a agdo enzimatica. Na catalise alcalina o aumento do teor de alcool
favoreceu o rendimento da reacéo.

De acordo com Marchetti, Miguel e Errazu (2007), a razdo molar alcool/éleo
igual a 6 € a mais utilizada na via quimica e permite a obtengcdo de conversdes
elevadas nas reagbes de transesterificacdo de oOleos empregando catalisadores
alcalinos.

Usualmente, para que a reagdo de transesterificacdo seja completa, é
necessario um excesso de alcool de 1,6 vezes a quantidade estequiométrica,
empregando 0,1 a 0,5% m/m de KOH, a 80°C (GERPEN, 2005).
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Figura 27 - Influéncia da razdo molar etanol/6leo de soja (R=3 e R=6) e da concentragéo de
hidréxido de potassio (3%, 4,5% e 6% m/m) no rendimento em biodiesel apds 4h de reacéo
a 50°C.

3.4.2 - Efeito do tipo de alcool

O efeito do tipo de alcool (metanol ou etanol) foi avaliado nas reagdes
conduzidas com razao molar alcool/éleo de 3:1 e 6:1 com hidréxido de potassio a
6% m/m, a 50°C durante 4h. Os resultados desses experimentos estio ilustrados na
Figura 28. Nela observa-se que os maiores rendimentos foram obtidos nas reacdes
de transesterificagdo do 6leo de soja com metanol.

A producgao de ésteres etilicos catalisada por alcalis € mais dificil que a de
ésteres metilicos, especificamente, devido a formacdo de uma emulsdo estavel
durante a etandlise. Como o metanol e etanol ndo sdo misciveis em triacilglicerdis a
temperatura ambiente, é necessaria uma agitacado do meio reacional eficiente para
contornar os problemas de transferéncia de massa. Entretanto, a emulsédo formada
na metanolise é mais facilmente quebrada, permitindo a separagao do glicerol, que
forma a camada inferior, enquanto que a camada superior concentra os ésteres

metilicos. A emulsao decorrente da etandlise € mais estavel e complica seriamente a
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separagcdo e purificagdo dos ésteres etilicos formados (ZHOU, KONAR e
BOOCOCK, 1999).

As emulsdes sao causadas em parte pela formacao de mono- e diacilglicerois
intermediarios, que exibem duplo carater (hidroxilas polares e cadeia carbdnica
longa apolar). Estes intermediarios sdo fortes agentes surfactantes. Na alcodlise, o
KOH é dissolvido na fase alcodlica (polar) para onde o triacilglicerol deve ser
transferir de modo a permitir a ocorréncia da reacdo. A reagao € inicialmente
controlada pela transferéncia de massa. Quando a concentragdo desses
intermediarios alcanga um nivel critico, a emulsao se forma. O maior grupo apolar do
etanol, em relagcdo ao metanol, € o fator critico na estabilizagdo da emulséo.
Entretanto, a concentracédo de mono- e diacilgliceréis € muito baixa e a emulsao se
torna instavel. Isto enfatiza a necessidade de reduzir as concentracbes de mono- e
diacilglicerois para tornar a reagao completa (MEHER, SAGAR e NAIK, 2006).
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Figura 28 - Efeito do tipo de alcool (etanol ou metanol) no rendimento em biodiesel na

transesterificagdo de 6leo de soja catalisada por KOH (6% m/m), a 50°C.

3.4.3 - Comparacao dos catalisadores — KOH x Lipase

Com o intuito de comparar os rendimentos alcancados pelas rotas enzimatica e
alcalina estdo exibidos, no grafico da Figura 29, os resultados da transesterificagéo

do dleo de soja com etanol, a 50°C, obteve-se 59% de rendimento em ésteres
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etilicos nas reagées com a lipase comercial (Lipozyme RM IM), empregando raz&o
molar estequiométrica dos reagentes com adi¢cao escalonada de etanol, resultado
similar ao obtido nas reagdes com KOH (rendimento de 63%), utilizando maiores

quantidades de alcool (razdo molar etanol/éleo de soja igual a 6).
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Figura 29 - Rendimento em ésteres etilicos apds 4h de reagao de transesterificagdo de 6leo

de soja a 50°C empregando 7% m/m de lipase (Lipozyme RM IM) ou 6% m/m de KOH.

Ja nas reacbes empregando metanol, o maior rendimento foi obtido com KOH
(92%). As reagdes catalisadas por lipase apresentaram um rendimento bem inferior,
mesmo com a adi¢cdo escalonada do alcool, como esta ilustrado na Figura 30. Este
menor rendimento esta diretamente associado a desativacdo da enzima pela
presenga do alcool. Quando ocorre a mudanga da forma de introdugao do alcool,
pode-se observar que o rendimento aumenta, tanto para o etanol como para o
metanol. Este ultimo tem esse baixo rendimento devido a sua capacidade de inativar
a lipase.

Cabe ressaltar que biodiesel proveniente da reacao do 6leo com o etanol pode
ser considerado um combustivel totalmente renovavel, visto que esse alcool, no
Brasil, € obtido da fermentacdo da cana-de-agucar, enquanto que o metanol, além
de toxico, € gerado a partir de uma fonte esgotavel. Portanto, ha um caminho a ser
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percorrido em busca da otimizagdo das reagbes empregando lipases e que essa
comparacao foi realizada em condi¢cdes n&o ideais para o catalisador alcalino.
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Figura 30 - Rendimento em ésteres metilicos apés 4h de reacdo de transesterificacao de

Oleo de soja a 50°C empregando 7% m/m de lipase (Lipozyme RM IM) ou 6% m/m de KOH.
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4. CONCLUSOES E SUGESTOES

4.1 - Conclusoes

O sistema experimental utilizando o preparado enzimatico comercial
Lipozyme RM IM demonstrou-se adequado para reagédo de transesterificagcdo do
Oleo de soja com etanol.

A melhor razdo molar etanol/6leo de soja foi igual a 3, sendo o alcool
introduzido de forma escalonada, evitando possivel inativacdo da enzima.

Ao se avaliar a influéncia da temperatura, verificou-se que a temperatura de
50°C foi a que proporcionou os melhores resultados para a reagdo enzimatica de
transesterificagdo do 6leo de soja com etanol utilizando a Lipozyme RM IM. Este
resultado acarreta um menor gasto energético, o que pode representar uma
economia de energia em relagdo a processos que necessitam temperaturas mais
elevadas.

A Lipozyme RM IM proporcionou um rendimento muito maior quando se
utilizou um alcool menos polar. O metanol, ainda que utilizado de modo escalonado,
inativa sensivelmente a lipase.

O uso de solvente alterou o rendimento da reagdo. O rendimento foi inferior
ao processo sem solvente. O fato de ndo se empregar solvente representa um
menor custo, redugcdo nos risco de acidentes e evita etapas de
separagao/aproveitamento do mesmo.

O rendimento da reagdo enzimatica, na auséncia de solvente, em biodiesel,
com etanol foi de 58,7% e com metanol foi de 41%.

A transesterificagdo por via enzimatica demonstrou ser uma alternativa viavel.
No entanto, este processo ainda requer maiores esforcos no sentido de melhorar a
sua produtividade, principalmente quando comparada com os processos alcalino e
acido. O elevado custo das enzimas comerciais também deve inspirar o

desenvolvimento de novos biocatalisadores com menores custos.
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4.2 - Sugestoes de trabalhos futuros

Analisar a influéncia de outros sistemas de agitacéo para o reator, que podem
melhorar o processo de transferéncia de massa e minimizar o atrito mecéanico com
as particulas do biocatalisador.

Aprimorar a etapa de recuperagao da enzima, estudando a utilizagcdo de
outros solventes bem como avaliar a adicdo continua de alcool durante a reacgao.

Estudar o emprego de éleos nao refinados ou reaproveitados, o que reduz os
custos da matéria-prima e elimina o descarte de material que tem elevada
dificuldade de degradagdo no meio ambiente.

Avaliar a extragao dos produtos no decorrer da reagdo, como a separagao do
glicerol por centrifugagdo, favorecendo o deslocamento do equilibrio da reacgéo
quimica no sentido da producao dos ésteres, aumentando o rendimento.

Realizar estudo cinético que pode fornecer mais detalhes sobre o
comportamento da enzima.

Fazer uma avaliagdo econdmica do processo, que pode mostrar os aspectos

econdmicos do processo.
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Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica
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Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
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Baixar livros de Trabalho
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