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RESUMO

A utilizagdo de lipases nas reagbes de transformagdo de dleo vegetal vem de
encontro aos principios da quimica verde, principalmente por serem de fontes
renovaveis e apresentarem grande eficiéncia e especificidade nas reacgoes
oleoquimicas. Dentre as lipases estudadas destaca-se principalmente a Candida
antarctica B (Novozym ® 435) e por ser comercializada ja imobilizada em suporte de
resina acrilica, tem a vantagem de ser reutilizada nas rea¢des. Visando aplicar esta
lipase e outras (Lipase F-AP 15, Lipase AY — Amano 30, Lipase M — Amano 10 e
Lipase PS - Amano) comercializadas puras em reagbes de transesterificagao,
inicialmente foi determinada a atividade destas lipases frente a diferentes tipos de
substratos (6leos e gorduras) e depois foram realizados ensaios de imobilizagao e
de reagdo de transesterificagdo enzimatica (metandlise e etandlise). As lipases
selecionadas a partir da determinacédo da atividade foram F-AP 15 e PS, as quais
foram empregadas em estudos de imobilizagao e de transesterificagcdo. Com a lipase
Novozym ® 435, foi possivel otimizar um sistema de transesterificacdo enzimatica
por processo continuo, com o qual foi possivel maxima conversao do substrato (6leo
de girassol) em ésteres etilicos, assim como realizar 87 ciclos com a mesma enzima
sem reduzir a atividade e 224 ciclos, apdés a redugao da atividade. A lipase PS
imobilizada em hidrogel apresentou alta conversdo, sendo empregada em sistema
por batelada. Os sistemas obtidos sdo adequados ao objetivo e podem ser utilizados
com auséncia de um solvente organico adicional, sendo apenas necessario um
excesso do alcool. Os impactos ambientais identificados no sistema final de
transesterificagado proposto foram menores comparados ao sistema tradicional, em

batelada e com catalise basica.



ABSTRACT

The use of lipases in reactions of transformation of vegetable oil is against the
principles of green chemistry, mainly because they are renewable and have a high
efficiency and specificity in oleochemical reactions. Among the lipases studied stands
out mainly Candida antarctica B (Novozym ® 435) and being marketed already
immobilized in support of acrylic resin, has the advantage of being reused in the
reactions. Seeking to apply this and other lipase (Lipase F-AP 15, Lipase AY -
Amano 30, Lipase M - 10 and Lipase PS Amano - Amano) marketed in pure
transesterification reactions, was initially determined the activity of these lipases to
different types of substrates (oils and fats) and then tests were performed
immobilization and reaction of transesterification (methanolysis and ethanolysis).
Lipases selected from the determination of AP activity were F-15 and PS, which were
applied in studies of immobilization and transesterification. With lipase Novozym ®
435, it was possible to optimize a system of transesterification by a continuous
process, with which it was possible maximum conversion of substrate (sunflower oil)
in ethyl esters, and perform 87 cycles with the same enzyme without reducing the
activity and 224 cycles, after the reduction of the activity. The lipase PS immobilized
on hydrogel showed high conversion system being used in each batch. The systems
are suitable for purpose and can be used with no additional organic solvent, and only
needed an excess of alcohol. The environmental impacts identified in the proposed
final system transesterification were lower compared to the traditional system, in

batch and basic catalysis.



CONQUISTAS e VITORIAS

... Nunca deixe de voar

Voe sempre na dire¢do de seus objetivos,

por mais alto que eles estejam, vocé sempre ird alcanga-los.

As vezes se sentird sozinho ou apenas mais um na multidao

mas lembre-se, nunca deixe de voar.

Vocé encontrara obstaculos, as vezes tera que voltar ao inicio

e recomecar tudo de novo

tera vontade de abandonar tudo, mas sempre tera alguém para encoraja-lo
Alguém que pode sempre contar com vocé, que sabe que o caminho é longo e
que haveréao disputas, mas sabera a importancia do trabalho em equipe

€ que a cada conquista, poderdo comemorar juntos todas as vitérias.

Por isso, nunca deixe de voar.

Seja audacioso, néo espere o vento te levar,

mergulhe fundo em seus objetivos, esteja sempre atento as oportunidades,
pois elas o levardo a vbéos ainda maiores...

(Autor desconhecido)
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1 INTRODUGAO

A maior parte de toda a energia consumida provém do petrdleo, do carvao e
do gas natural. Essas fontes s&o limitadas e com previsdo de esgotamento,
tornando, portanto, o emprego de fontes alternativas de energia um
empreendimento”.

O diesel tem uma fungéo essencial na economia industrial de um pais, sendo
usados em automoveis, 6nibus urbanos, locomotivas, geradores elétricos, etc. O
consumo de diesel em paises desenvolvidos tem aumentado continuamente durante
as ultimas décadas. Um combustivel de diesel alternativo deve ser tecnicamente
viavel, economicamente competitivo, ambientalmente aceitdvel e com
disponibilidade®. Consideradas estas exigéncias, os triacilgliceréis de dleos vegetais
ou gorduras animais e seus derivados podem ser considerados como alternativas
vidveis para producdo de combustiveis substitutos ao diesel >*.

O biodiesel é derivado de fontes renovaveis, biodegradavel, nao-téxico e com
baixo perfil de emissdo comparado ao diesel de petrdleo °. E obtido comumente a
partir de uma reagdo quimica denominada transesterificagdo, pela mistura de éleos
vegetais ou gorduras animais com um alcool de cadeia curta na presenca de um
catalisador, tendo como co-produto da reacdo o glicerol. Pode ser obtido também
pelo processo de esterificagao 6.

O uso direto dos O6leos vegetais nos motores € limitada por algumas
propriedades fisicas e quimicas dos mesmos, principalmente sua alta viscosidade, a
acidez, a baixa volatilidade, a presenca de acidos graxos livres, a deposicdo de
residuos de carbono e o carater poliinsaturado, que acarretam em alguns problemas

aos motores, bem como em uma combustdo incompleta 8

Por esse motivo,
visando reduzir a viscosidade dos 6leos vegetais, diferentes alternativas tém sido
consideradas, tais como diluicdo, micro-emulsdo com metanol ou etanol,
cragueamento catalitico e reacdo de transesterificacdo com metanol ou etanol °,
Entre essas alternativas, a transesterificagdo tem se apresentado como a melhor
opgcao para reduzir a viscosidade dos Oleos vegetais, visto que o processo é
relativamente simples promovendo a obtencdo de um combustivel cujas
propriedades s&o similares as do 6leo diesel "°.

O uso destes ésteres de Oleos vegetais ou gorduras animais encontra-se

registrado na “Environment Protection Agency — EPA” dos Estados Unidos da



América como combustivel e como aditivo para combustiveis e pode ser usado puro
(B100), em mistura com o diesel de petréleo como, por exemplo, a 20% (B20), ou
numa propor¢ao baixa como aditivo de 1 a 5%. O uso esta associado a substituicdo
de combustiveis fésseis em motores diesel, sem haver a necessidade de nenhuma
modificacdo no motor 12,

O biodiesel possui algumas caracteristicas que representam vantagem sobre
os combustiveis derivados do petroleo. Essas vantagens incluem em nivel de Brasil,
a reducdo a dependéncia de importacdo de petréleo, a auséncia praticamente
completa de enxofre e de compostos aromaticos, a presenca de maior ponto de
fulgor, alto numero de cetano, a maior disponibilidade de matérias-primas em uma
grande variedade de fontes renovaveis de rapida biodegradabilidade e auséncia de
problemas para transporte e estocagem. Além disso, sequestra mais gas carbdnico
da atmosfera durante a sua producdo do que emite quando esta sendo queimado,
ajudando, com isto, a aliviar o crescente conteudo de gas carbdnico da atmosfera
10,13,14

O uso de biodiesel em misturas de até 3% ocasiona um aumento da
lubrificidade, e com isto, pode prolongar a vida da maquina, diminuir a freqiéncia de

substituicao de pecas e reduzir sensivelmente as emissdes de particulados e fumaca
15

Cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil ja
sao renovaveis. No resto do mundo, 86% da energia vém de fontes energéticas nao-
renovaveis. Pioneiro mundial no uso de biocombustiveis, o Brasil alcangou uma
posicao almejada por muitos paises que buscam fontes renovaveis de energia,
como alternativas estratégicas ao petréleo, estes dados pode ser confirmados na

Figura 1 '°.
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Figura 1 - A evolugdo dos biocombustiveis no Brasil '°.

O biodiesel pode ser produzido como um combustivel de alta qualidade para
motores de ignicdo por compressio e € amplamente aceito, particularmente quando
misturado ao combustivel convencional. No entanto, apresenta menor energia do
que o diesel convencional, o que ocasiona um aumento em torno de 6% no
consumo, maior pregco e os tipos de biodiesel comumente usados possuem um
desempenho de fluxo a frio inadequado durante o inverno 7,

A melhora da estabilidade oxidativa e das propriedades de baixa temperatura
permanecem como desafios técnicos. A maioria das emissdes liberadas, como
material particulado, hidrocarbonetos e monoxido de carbono, com excecdo dos
dxidos de nitrogénio (NOx) foram sendo reduzidas pelo uso de biodiesel '®'°. Assim,
a redugcdo de NOx nas emissdes gasosas € outro desafio técnico enfrentado pelo
biodiesel, especialmente em fungdo da regulamentagdo cada vez mais rigorosa para
o controle de emissdes, afetando os motores diesel e ficando mais efetiva nos
préximos anos 2.

Tais obstaculos ja ha mais anos vem sendo superados considerando que o

processo de recuperagao e aproveitamento dos subprodutos (glicerina e catalisador)
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sdo otimizado levando, a produgao de biodiesel a um custo competitivo com o preco
comercial do 6leo diesel, ou seja, aquele verificado nas bombas dos postos de
abastecimento 2'.

InUmeros trabalhos vém sendo desenvolvidos com testes de varios tipos de
gorduras e 6leos transesterificados, puros ou misturados ao diesel convencional em
diferentes proporcoes e tém demonstrado bons resultados quando utilizados por
caminhdes, dnibus e tratores %223,

Nesse processo é imprescindivel a qualidade do produto final € um dos
aspectos a serem controlados e otimizados € o uso de catalisadores 24

Através da tecnologia enzimatica, podem-se obter produtos de alta qualidade
de maneira limpa, atendendo as necessidades tecnoldgicas, de mercado e de
preservacdo ambiental.

O processo enzimatico pode ser aplicado as modificacbes especificas ou
interconversdes de estrutura quimica realizadas por catalisadores bioquimicos,
empregando enzimas contidas em células ou isoladas. A escolha do biocatalisador
ocorre entre organismos vivos, de origem animal, vegetal ou microbiana % Estes
biocatalisadores sédo proteinas que possuem um alto poder catalitico, tém alto grau
de especificidade por seus substratos; aceleram reacdes quimicas especificas e, em
alguns casos, podem funcionar tanto em solu¢gdes aquosas quanto em solventes
organicos 242°.

Existem varios fatores que podem influenciar a acdo das enzimas como
biocatalisadores; entre estes podem ser citados a temperatura, o pH, as interagdes
quimicas do fluido, os agentes quimicos e as irradiagdes. Altas temperaturas
provocam a desnaturagdo das enzimas, por alterar as ligacbes quimicas que
mantém a sua estrutura tridimensional ?*.

A aplicacao das enzimas como biocatalisadores em processos industriais tem
aumentado gradativamente. Entre os processos de maior interesse, estdo as
reagdes de hidrdlise, sintese e transesterificagdo de lipidios %’. As enzimas de
origem vegetal ou microbiana s&o obtidas com maior facilidade que as de origem
animal, sendo que as de maior interesse comercial sdo as enzimas microbianas
devido ao curto periodo para sua producido, a grande variedade de processos
metabdlicos e a grande biodiversidade na natureza passiveis de serem testados

como fonte de enzimas, além de agirem sobre moléculas organicas complexas .
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Muitos estudos foram realizados a respeito de alcoolise enzimatica de
triacilgliceréis para a producdo de biodiesel, utilizando varios tipos de dleos e
gorduras. De um modo geral, percebe-se que a transesterificagdo dos triacilglicerois
utilizando enzimas ou células imobilizadas é mais eficiente do que o uso de enzimas
nao imobilizadas, apresentando um bom rendimento em menor tempo de reacéo na
presenga ou auséncia de solventes organicos.

Como nos ultimos anos intensificaram-se as discussdes com relacdo a
diversificagdo agricola da regido do Vale do Rio Pardo e a curto ou longo prazo o
cultivo de oleaginosas podera contribuir para esta finalidade, a busca de sistemas
biotecnolégicos que partam destes 6leos e empreguem biocatalisadores pode ser
um fator de desenvolvimento. Desta forma, uma das alternativas tecnoldgicas

promissoras para producio de biodiesel € a rota enzimatica.

1.1 Objetivos

A proposta deste trabalho visa criar alternativas viaveis para a substituicdo de
catalisadores quimicos por lipases de fonte renovaveis com potencial de

reaproveitamento e menos impactantes para o meio ambiente.

1.1.1 Objetivos especificos

e Avaliar a atividade lipase das lipases comerciais: F-AP 15, AY — Amano 30, M
— Amano 10 e PS —Amano, frente a diferentes substratos.

e Selecionar algumas das lipases testadas quanto a atividade para emprego em
reacoes de transesterificagdo usando o 6leo de girassol.

e Testar o emprego de hidrogel para a imobilizagéo de lipase e emprego na
metandlise.

e Realizar a metandlise e etandlise do dleo de girassol empregando processo
enzimatico.

e Otimizar a producgao de biodiesel por metandlise ou etandlise enzimatica,

empregando sistema continuo.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

Para reconhecer o processo de transesterificacdo enzimatica é importante
primeiramente reconhecer como as lipases atuam como um catalisador, qual a sua

potencialidade e as implicagbes deste processo.

2.1 Enzimas

As enzimas sdo moléculas presentes em organismos vivos que agem como
catalisadores em sistemas bioldgicos, elas aumentam a velocidade de uma reacéo
por um fator de 10 vezes mais do que uma reacdo nao catalisada *°*°. Os
substratos sdo ligados ao centro ativo da enzima. Por raio X e em baixas
temperaturas (para reduzir a velocidade das reagbes) ja foi possivel visualizar

aspectos reveladores dos complexos enzima-substrato (Figura 2) 8,

Figura 2 - Estrutura de um complexo enzima-substrato *'.

As enzimas apresentam especificidade, pois, atuam exclusvamente sobre
substancias de configuracéo especifica. Quanto a estereoespecificidade, ela se deve
ao fato delas apresentarem quiralidade, uma vez que sado formadas exclusivamente
de L-aminoacidos, formando sitios ativos assimétricos 2.

Na Figura 3, esta representado o mecanismo geral de agéo catalitica de uma
lipase na hidrélise de éster.



Figura 3 - Mecanismo proposto para hidrélise enzimatica de um éster 3,

Entre as enzimas as que sdo de interesse deste trabalho sdo as lipases
denominadas triglicerol acil-hidrolases, EC 3.1.1.3 e classificadas como a/f3
hidrolases. Estas moléculas atuam sobre ligagcbes éster presentes em acilglicerdis,
liberando acidos graxos e glicerol, constituindo uma classe especial de esterases. A
diferenga entre uma lipase e uma esterase (EC 3.1.1.1) esta no fato que a primeira
catalisa reagdes de substratos insoluveis em agua, enquanto que a esterase age em
substratos soltveis °. Estas lipases biocatalisam a hidrolise total ou parcial de
triacilgliceréis fornecendo primeiramente di e monoacilgliceréis e quando total,

glicerol e &cidos graxos livres %% .
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2.1.1 Atuacao da enzima e fatores extrinsecos de atividade lipase

A estrutura e a forma do sitio ativo sdo uma decorréncia da estrutura
tridimensional da enzima e podem ser afetadas por quaisquer agentes capazes de
provocar mudancas conformacionais na estrutura protéica, dando-se destaque ao
pH e a temperatura, que interferem na atividade lipase pois agem em grupos
dissociaveis de varios aminoacidos, os quais podem estar no sitio ativo ou serem
importantes na manutencao da estrutura espacial da molécula. Assim, a temperatura
deve ser controlada para que seja possivel aumentar a energia cinética das
moléculas componentes do sistema, aumenta-se a probabilidade de choques
efetivos entre elas e com a finalidade de evitar a desnaturagdo da enzima, que
ocorre em temperaturas mais elevadas quando ha a perda de estrutura nativa,
catalitica, devido a alteragao das ligagdes quimicas na estrutura tridimensional.

O rompimento das ligagdes de hidrogénio que sao termoldbeis desencadeia
uma cascata de alteragdes estruturais, levando a enzima a uma nova conformacéao
ou estado sem estrutura definida, a enzima é dita entdo desnaturada. A temperatura
que provoca desnaturagao naturalmente varia para cada enzima, mas, geralmente,
esta pouco acima de sua temperatura 6tima de reacéao % Além disso, os valores
extremos de pH, provocam protonagdo ou desprotonagao de grupos presentes na
estrutura da proteina e como conseqiiéncia, ocasionam perda de atividade lipase °.

As fungdes biolégicas das proteinas dependem da forma correta de sua
estrutura nativa. A perda desta estrutura ocasiona um desdobramento, levando a um
estado inativo. Consequentemente, este estado deve ser cuidadosamente estudado,
para haver um melhor entendimento sobre o mecanismo de desnaturagdo das
proteinas %’.

Muitas das aplicagcdes das enzimas sdo em solvente organico, visando a
solubilidade dos substratos. No entanto, solventes apolares, mudam a constante
dielétrica do meio e alteram a forca das ligagdes eletrostaticas, provocando

desnaturagao, que na maior parte dos casos & irreversivel °.

Com relacio ao uso de enzima em reacdes de esterificacdo e
transesterificacédo, em solvente orgénico, as lipases catalisam a transferéncia de
grupos acilas de compostos doadores para uma ampla faixa de compostos

aceptores diferentes da agua .
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Uma aplicacdo das lipases que vem sendo extensivamente revisada é a sua
utilizacdo na producéo de biocombustiveis a partir de oleos vegetais. Um exemplo é
o uso da Candida antarctica B (Novozym® 435) na etandlise enzimatica do 6leo de
ricino. Os resultados apresentados neste estudo mostram rendimentos superiores a
90% de conversdo de triacialgliceréis em ésteres etilicos do respectivo 6leo ™.
Resultados semelhantes também ja haviam sido obtidos por Nelson e colaboradores
14

Um caminho para minimizar o processo de desnaturacao da enzima durante a
biocatalise de reacdes organicas como a de transesterificacdo € o uso de lipases
imobilizadas.

A lipase imobilizada leva a estabilidade e atividade do biocatalisador a um
patamar superior ao da forma livre. O desenvolvimento de técnicas de imobilizacdo
tem sido importante por proporcionar a reutilizagdo das enzimas, facilitar a
separagao dos produtos e aumentar a estabilidade em solventes organicos 38,

O principal interesse em imobilizar uma enzima é obter um biocatalisador com
atividade e estabilidade que nao sejam afetadas durante o processo, em
comparacao a sua forma livre. Idealmente, a enzima imobilizada devera exibir uma
atividade catalitica superior. Além disso, ndo deverao ocorrer alteragdes estruturais,
bem como modificagdes no sitio ativo. A imobilizagdo pode inibir ou aumentar a
atividade e estabilidade da enzima, porém ndo existe uma regra que prediga a
manutencado destes parametros apds o processo de imobilizagao 8.

Em reacbes quimicas e bioquimicas, o uso de enzimas puras pode ser
dispendioso e seu descarte ap6s 0 uso € economicamente inviavel. Além disso, a

% Diferentes métodos de

recuperacao do meio reacional pode ser dificil
imobilizacdo promovem a ligacédo de lipase e suportes por adsor¢cédo ou ligacdo da
lipase em um material insoluvel no meio reacional, por entrecruzamento,
confinamento em matrizes formadas por géis poliméricos ou encapsulagéo através
de uma membrana polimérica®’. A Figura 4 mostra, esquematicamente, a

classificacdo dos métodos utilizados para imobilizagdo de enzimas “°.
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Métodos para Imobilizagdo de Enzimas
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Figura 4 - Métodos para imobilizagdo de enzimas *'.

A imobilizagdo por adsorgao, ligacdo covalente e/ou multifuncional, em
matrizes poliméricas ou por encapsulacdo, apresenta-se como técnica importante
para a utilizacdo em meio organico e, muitas vezes, com aumento na atividade e
estabilidade. Embora cada método apresente vantagens e desvantagens, a escolha
da estratégia devera considerar as relagdes entre suporte-enzima-substrato-solvente
organico-agua, para a manutencdo das propriedades cataliticas e da estrutura
tridimensional das lipases. Estes sistemas tém sido utilizados com sucesso para a
sintese de lactonas, obtengdo de monoglicerideos, resolugdo de aminas, acidos e
alcoois racémicos, e na sintese de ésteres de cadeias curtas, médias e longas, e

aromaticos *'.

2.1.1.1 Confinamento em matriz polimérica ou em capsulas

A imobilizagdo de um biocatalisador via inclusdo ou microencapsulacao
consiste em "confinar" uma proteina em um polimero insoluvel ou em uma
microcapsula. A microencapsulacdo é muito similar ao processo de inclusdo, embora
neste caso a enzima seja totalmente envolvida pelo sistema. Neste sistema cria-se
uma cela artificial delimitada por uma membrana porosa. Moléculas grandes, tais
como enzimas, ndo sao capazes de se difundir através desta membrana, enquanto
que pequenas moléculas, como substratos e produtos, se difundem. A vantagem da

utilizagao desta técnica é que a enzima nao interage quimicamente com o polimero
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evitando, assim, a desnaturagdao. Contudo, a transferéncia de massa através da
membrana pode ser um problema. A velocidade de difusdo dos substratos e
produtos através da membrana é um fator limitante e geralmente sdo necessarias
altas concentracbes de substratos a fim de limitar esta influéncia. As enzimas
encapsuladas apresentam atividade mais elevada em substratos de baixa massa
molar, pois estes compostos se difundem pela membrana e se aproximam com mais
facilidade do sitio ativo do biocatalisador. Um exemplo é a aplicacdo de filmes de
polissulfonato de sédio (PSS), poli(dxido de etileno) (PEO) e blendas PSS/PEO para
a imobilizacao de lipases de diferentes fontes e procedéncias.

Em uma pesquisa realizada por Nascimento et al 2 as lipases foram
imobilizadas em micro emulsdo baseado em organogéis e utilizado com sucesso
para a esterificacao enantiosseletiva, diesterificacao e reagdes de transesterificacao,
em solventes organicos, a 25°C. Esta metodologia € uma alternativa para a
utiizacdo de enzimas em solventes organicos. Foi observada alta estabilidade
enzimatica. Esta € uma maneira conveniente de usar este catalisador em solventes
organicos, que emprega pequenas quantidades da enzima (250 mg mL'1).

Pesquisadores desenvolveram estratégias para otimizagcdo da estabilidade
operacional da preparagcdo da lipase Candida rugosa imobilizada em silica de
porosidade controlada A albumina e o polietilenoglicol foram utilizadas como
aditivos estabilizantes e seus efeitos foram comparados a amostras controle (lipase
imobilizada sem aditivo). A albumina mostrou efeitos benéficos para todas as
concentragoes testadas e polietilenoglicol ndo apresentou resultados satisfatorios.

Moreira et al

, realizaram também a comparacdo do desempenho da lipase de
Candida rugosa imobilizada em suporte hibrido de polissiloxano-polivinilalcool
empregando diferentes metodologias. Foi comparado a eficiéncia de imobilizagao da
lipase microbiana de Candida rugosa em uma matriz hibrida de polissiloxano alcool
polivinilico, por adsorgédo, ligagdo covalente e encapsulamento. As atividades dos
derivados imobilizados foram avaliados usando p-nitrofenilpalmitato (hidrolise) e
acido butirico e butanol (esterificagdo) como substratos. Realizaram também a
estabilidade operacional e armazenamento. Entre os procedimentos testados, a
matriz proposta foi eficaz para imobilizar Candida rugosa lipase por adsorcdo e
técnicas de acoplamento covalente e impréprios para fins de encapsulamento.
Empregando suporte hibrido de polissiloxano-polivinilalcool puro (imobilizagdo por
adsorcao fisica), correspondeu a 96,5% de rendimento de imobilizagdo. No caso da
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lipase imobilizada em suporte hibrido de polissiloxano-polivinilalcool ativado com
glutaraldeido, foi verificado um pequeno decréscimo na atividade e no rendimento. A
menor expressao de atividade catalitica verificada para a lipase imobilizada por
glutaraldeido pode ter sido ocasionada por uma modificagdo conformacional da
enzima durante a etapa de fixagdo ao suporte ativado com glutaraldeido.

Os resultados revelam que as melhores propriedades cataliticas em meio
aquoso e organico foram demonstrados pelo acoplamento covalente da lipase

|44

imobilizada em suporte hibrido de polissiloxano-polivinilalcool ™, incluindo também

uma meia-vida satisfatoria e boa estabilidade de armazenamento.

2.2 Transesterificagcao enzimatica

A transesterificagdo consiste numa reagao quimica dos 6leos vegetais ou
gorduras animais com alcodis. Para a producédo de biodiesel a transesterificagdo é
conduzida com alcoois metilicos ou etilicos. Os ésteres obtidos desta forma, séo
derivados de biomassa renovavel que podem substituir, parcial ou totalmente,
combustiveis derivados de petréleo e gas natural em motores a combustdo ou em

outro tipo de geragao de energia.

A reacao de transesterificagdo, Figura 5 pode ser catalisada por acidos,
bases ou enzimas. O processo € uma sequéncia de trés consecutivas reagoes
reversiveis, podendo formar mono e diacilgliceréis como intermediarios de reacéo. A
utilizacado da lipase como biocatalisador na produgdo de biodiesel tem um grande
potencial comparado com o0s métodos quimicos, porque ndo exige operagdes
complexas para recuperagao do glicerol e eliminagdo do catalisador, além de evitar

etapas de purificagdo .
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Figura 5 - Reacéo de transesterificagdo de 6leos vegetais por metandlise.

As vantagens ambientais do processo enzimatico comparado ao quimico sao
evidentes, pois requerem menor gasto energético com temperaturas elevadas, os
produtos sdo mais facilmente recuperados e a quantidade de glicerina, co-produto
do processo, € melhor separada e apresenta qualidade superior 28

O custo das lipases continua sendo consideravelmente maior que dos
catalisadores quimicos, entretanto o procedimento de imobilizagdo da lipase facilita
uma posterior reutilizacdo do biocatalisador.

Resumidamente a reacdo transesterificagdo ja € conhecida como uma
sequéncia de trés etapas consecutivas e reversiveis, em que um éster é
transformado em outro pela mudanga na porgéo alcoxi (radical alquila ligado ao
atomo de oxigénio, RO-). Na primeira etapa, as moléculas de triacilglicerol sao
convertidas em diacilglicerol, depois em monoacilglicerol e, finalmente, na ultima
etapa, o glicerol é obtido. Os alcodis que podem ser utilizados neste tipo de reagéo
sdao metanol, etanol, propanol, butanol entre outros de cadeia curta. Devido as
propriedades conferidas ao produto, o metanol e o etanol estdo entre os principais
agentes de transesterificacdo e sdo os mais frequentemente empregados no
processo de producao de biodiesel .

Destaca-se que quando se emprega método de catalise quimica (4cida ou
basica), produzir biodiesel por etandlise, que usa o etanol, ndo € um processo tao
simples quanto realizar a transformagdo com o uso do metanol, denominado
metandlise. Uma dificuldade no processo de etandlise € a necessidade de se utilizar
o etanol anidro, pois o uso do etanol hidratado reduz o grau de conversao da reacgao,

levando a reversibilidade de reacdo “¢. Outro problema importante a ser destacado é
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a maior dificuldade de separacédo dos produtos, ésteres etilicos e glicerol, porém é
ambientalmente atrativo por ser renovavel e ndo toxico 4’2,

A conversao na transesterificacdo enzimatica tem resultados promissores,
conforme apresentado na Tabela 1, com os substratos etanol e 6leo de pinhdo
manso e utilizando a lipase imobilizada de B. cepacia foi possivel uma taxa de
convers3o de 98 % em 8 horas de reacéo *°.

Esta lipase foi investigada Ilivre e imobilizada em processos de
transesterificagdo de 6leo de soja com metanol e etanol. A lipase imobilizada, além
de apresentar melhores resultados, foi constantemente mais ativa do que a livre e
também mais estavel, apresentando maiores condi¢cdes de reutilizagdo no processo
e apresentando reducgao na atividade quando submetida a usos repetitivos %0,

A partir da década 80 houve um crescente interesse na utilizacdo de técnicas
de imobilizagdo de enzimas que visam minimizar os efeitos causados pelo seu uso
em ambientes adversos, como solventes organicos, variagbes no pH, altas
temperaturas, diminuicdo do custo por analise, aumentando a rapidez e a exatidao

dos processos utilizados o1,
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Tabela 1 - Sistemas biocataliticos utilizados para produgao de biodiesel.

Biocatalisadores Agente microbiano Solvente Oleo Alcool Rendimento (%) Tempo (h) Fonte
Lipase bruta Cryptococcus spp n-hexano Arroz Metanol 86 120 5
Bacillus SP Hexano acido oléico Metanol 51 16 7
Lipase livre Burkholderia cepacia Agua Soja Metanol 40 1 %0
Burkholderia cepacia Agua Soja Etanol 35 1 o0
Burkholderia cepacia/ celite Livre Pinhao-manso Etanol 98 8 *®
Bacillus sp / sefarose 4B Hexano 4cido oléico Metanol 60 16 of
ativada
Burkholderia cepacia / matriz de Livre Gordura Metanol 98 48 o

filosilicato sol-gel

Lipase imobilizada Candida antarctica / matriz de Livre Gordura Metanol 60 48 o6

filosilicato sol-gel

Burkholderia cepacia /silica Agua Soja Metanol 67 1 %0

Burkholderia cepacia /silica Agua Soja Etanol 65 1 o0

Sistema celular integro Rh/:zopus oryzae He.xano Sol:a Metanol 86 72 ::
Rhizopus oryzae Livre Soja Metanol 72 72

Rhizopus oryzae terc-butanol Soja Metanol 90 24 o



Lipase po

Imobilizada

Imobilizada

Lipase po

Imobilizada

Lipase po6

Lipase p6

Céndida rugosa

M. miehei (Lipozyme IM-20)

M. meihei (Lypozyme)

C. Antarctica (Novozym 435)

P. cepacia (Lipase PS-30)

+ C. antarctica (Lipase SP435)
M. miehei (Lipozyme IM60)
C. antarctica (SP435)

M. miehei (Lipozyme IM60)
M. miehei (Lipozyme IM60)

P. fluorescens

P. cepacia (Lipase PS-30)

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Nenhum

Hexano
Hexano
Nenhum

Nenhum

Nenhum
Eter de Petrdleo
Nenhum

Nenhum

Colza

Manga (Madhuca latifélia,
Mangifera indica)

e sal (Shorea robusta)

Girassol

Peixe

Gordura restaurante

Sebo
Soja

Colza

Girassol

Palmiste

2-Etill 1-hexanol

AlCOOl C4-C1 8:1

Etanol

Etanol

Etanol
Alcool Primério ®
Alcool
Secundario®
Metanol
Etanol
Metanol
Metanol
Etanol
Metanol

Etanol

97

86.8 - 99.2

83

100

85,4

94.8-98.5
61.2-83.8
194
52
65.5
3
79
82
15
72

53

54

55

56

57

58

59

60

@ Metanol, etanol, propranol, butanol e isobutanol.

P |sopropanol e 2-butanol.
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Conforme demonstrado na Tabela 2, Samukawa et al 62 concluiram em seus
estudos, que a lipase imobilizada Candida antarctica (Novozym 435) foi a mais
eficaz para metandlise entre as lipases que eles testaram. Uma vez que a enzima
foi inativada por agitagdo em uma mistura que continha 1,5 equivalentes molares
de metanol/dleo, eles desenvolveram um método onde adicionou-se metanol aos
poucos para evitar a inativacdo da lipase. Como resultado, mais de 95% da
conversao de éster foi mantida mesmo apos 50 ciclos de reagdo. Em misturas
contendo mais equivalentes do que 1,5 molar de metanol, o montante em
excesso de metanol permaneceu como goticulas dispersas no 6leo. Os autores
salientam que a lipase pode ser inativada quando em contato com estas gotas de
metanol, em um sistema de reacdo em que se dissolve completamente o metanol
necessario para a metandlise enzimatica de 6leos. Eles também apontam que o
procedimento de adicdo gradual de metanol é adequado para um processo

industrial ©'.

Watanabe et al *°

, em 2000, publicaram resultados da eficiéncia na reagao
de metandlise em batelada utilizando a Novozym 435. O teor de ésteres metilicos
alcangado foi de 90-93%, e a lipase pO6de ser usada por pelo menos 100 vezes
em ambos os sistemas de reagao. O efeito do pré-tratamento de Novozym 435
em metandlise para a producdo de biodiesel foi investigada por Samukawa et al.
6 A metandlise progrediu muito mais rapido quando Novozym 435 foi incubado
em oleato de metila em 0,5 h e posteriormente, em 6leo de soja para 12 h. Como
resultado, o teor de ésteres metilicos na mistura de reagéo chegou a mais de 97%
no intervalo de 3,5 h por adigdo gradual de 0,33 molar equivalentes de metanol

em intervalos 0,25-0,4 h .

Tabela 2 - Metandlise com a lipase Novozym 435 826364
Lipase Regioespeficidade Processo e Ester Tempo de Fonte
operagao Metilico (%) reacéo (h)
Candida Batelada repetido” 96 -98 48 o
antarctica® Nenhuma Sistema continuo ® 92-94 7 o
(Novozym® 435) Batelada ™ ¢ 87 3,5 6

¥ Lipase imobilizada por uma resina de troca ibnica.

® Tres etapas de adigdo de metanol, uma mistura de reagéo de 6leo/metanol (1:1, mol mol'1)
foi alimentado em cada etapa.

° Em trés etapas, uma mistura de reacso de 6leo/metanol (1: 3 mol mol™) foi alimentado em
cada coluna.

‘0 pré-tratamento da lipase imobilizada com oleato de metila e 6leo de soja.
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A imobilizacdo de enzimas € um método a ser explorado, no caso de lipases,
numerosos métodos de imobilizagdo sao viaveis, cada um envolvendo diferentes
graus de complexidade e eficiéncia ®°. Os varios métodos usados podem ser
subdivididos em duas categorias principais: método quimico, quando ligagdes
covalentes sao formadas com a lipase, e o método fisico, quando interacdes
fracas ou retengcao mecanica é utilizada. No método quimico, a lipase é fixada no
suporte por ligacédo covalente com formacgao de ligagdo cruzada. No método fisico
a lipase pode ficar retida ou micro encapsulada no interior de um gel insoluvel,
fibras porosas ou materiais adsorventes. A recuperagao de lipases imobilizadas
depende da meia vida da enzima, que apods certo tempo precisa de purificagao
antes de ser reutilizada.

Apesar de suas propriedades cataliticas excelentes, as propriedades da
enzima tém que geralmente ser melhoradas antes de sua execucdo na escala
industrial, onde muitos ciclos de processos elevados do rendimento sé&o
desejados. Geralmente, as enzimas soluveis tém que ser imobilizadas para reuso
por varias vezes em reatores industriais e as propriedades criticas da enzima tem
que ser melhorada como a estabilidade, atividade, inibicdo por produtos da
reacido e seletividade. As enzimas imobilizadas podem exibir propriedades
funcionais muito melhor por protocolos muito simples de imobilizag&o.

Estudos mostram que varias lipases produzidas por diferentes organismos
como Mucor miehei e Candida rugosa sao utilizadas para atuarem como
biocatalisadoras na producdao de biodiesel e oportunizam a recuperagao do
catalisador, eliminando os problemas de separacao, indice de acidez e teor de
sédio, além de minimizar os impactos causados ao meio pelos residuos que o
processo gerou .

Varias pesquisas estdo sendo desenvolvidas na busca por um método
adequado para a producdo de biodiesel, entre os quais esta a producido de
biocatalisadores com diversos polimeros sintéticos e naturais, como o poli (6xido
de etileno), poli (alcool vinilico), carboximetilcelulose, alginato de soédio e

quitosana %%’
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2.3 Matérias prima utilizadas

Oleos e gorduras sdo substancias insoliveis em agua (hidrofébicas), de
origem animal, vegetal ou mesmo microbiana, formadas predominantemente de
produtos de condensacéio entre glicerol e acidos graxos chamados triacilglicerdis.
Uma molécula de 6leo consiste de trés moléculas de acido graxo esterificada em

uma molécula de glicerol, como podemos ver na Figura 6.

O
£
O
OH RO O_R
“on woton T T
Acido Graxo Glicerol Triacilglicerol

Figura 6 - Molécula de glicerol e 6leo (triacilglicerol), onde R= cadeia alquilica

A diferenga entre 6leos e gorduras reside na sua aparéncia fisica. As
gorduras apresentam aspecto solido e os dleos, liquido. A temperatura de 20°C é
definida como limite inferior para o ponto de fusdo das gorduras, classificando
como 6leo quando o ponto de fusdo situa-se abaixo desta temperatura. O termo
gordura é usualmente empregado quando o estado fisico ndo tem maior
significancia. As propriedades fisicas, quimicas e nutricionais dos Oleos e
gorduras estédo subordinadas a natureza e a proporgdo de seus constituintes, do
numero de atomos de carbono que formam a cadeia dos acidos graxos e da
maneira como eles formam os triacilglicerois e,

Os 6leos e gorduras apresentam papel fundamental na alimentagéo
humana, fornecem calorias, agem como veiculo para vitaminas lipossoluveis
como A, D, E e K. Também sao fontes de acidos graxos essenciais como
linoléico, linolénico e araquiddnico.

O d6leo de girassol, de cor amarelo-claro, tem cheiro agradavel, o sabor é
doce e resiste a baixas temperaturas sem congelar-se. Este éleo quando utilizado
na alimentacdo humana, se distingue dos outros d6leos vegetais, em fungao da
sua composicdo em acidos graxos insaturados. Os acidos graxos comumente
encontrados no oOleo de girassol, objeto de estudo deste trabalho, sdo os que

estao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3- Composicédo de acidos graxos .

Acido graxo Nomenclatura Legislagéao % (g/1009)

C<14 - <04

C 14:0 Miristico <0,5

C 16:0 Palmitico 3,0-10,0
C 16:1 Palmitoléico <1,0

C 18:0 Estearico 1,0-10,0
C 18:1 Oléico 14,0 - 35,0
C 18:2 Linoléico 55,0-75,0
C 18:3 Linolénico <0,3

C 20:0 Araquidico <1,5

C 20:1 Eicosendico <0,5

C 22:0 Behénico <1,0

C 22:1 Erudcico <0,5
C24:0 Lignocérico <0,5

C 24:1 Tetracosendico <0,5

Com relagao aos alcoodis, os mais freqientemente utilizados sdo os de
cadeia curta, tais como metanol, etanol, propanol e butanol. No Brasil o uso do
etanol anidro é vantajoso, pois € produzido em larga escala para ser misturado a
gasolina, além de ser um produto obtido através de biomassa e, dessa maneira, o
processo torna-se totalmente independente do petréleo, promovendo a producao

de um combustivel completamente agricola.

O etanol é uma substancia limpa, sem cor, de cheiro agradavel, fortemente
penetrante, na forma concentrada, € um poderoso combustivel, perfeitamente
miscivel em agua, assim como em gasolina. O alcool pode ser obtido por via
fermentativa, a partir de qualquer vegetal rico em agucar, como cana de agucar e
beterraba, a partir do amido, extraido do arroz e do milho e a partir da celulose,
extraida da madeira. Entretanto, por questdes técnico-econbmicas, a quase

totalidade do etanol produzida no Brasil provém da cana-de-acucar.

Além disso, o etanol também pode ser obtido através da hidratacao, direta

ou indireta, do eteno (produto do petréleo). Essa tecnologia s6 é importante em
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paises com baixa disponibilidade de terras adaptaveis a cana-de-agucar. Sao
inimeras as aplicagdes do alcool etilico. E utilizado como matéria-prima ou como
insumo do processo de fabricagdo de outras substancias ou produtos; pode ser
empregado como combustivel, além de ter larga aplicagdo na fabricagdo de
bebidas.

O principal alcool empregado na manufatura de biodiesel € o metanol
(CH30H), que era inicialmente produzido a partir da destilagcdo da madeira e, por
isso, originalmente denominado de “alcool de madeira”. Entretanto, outras rotas
tecnoldgicas de producao do metanol foram desenvolvidas e pouco a pouco, a via
renovavel de producdao deste alcool foi abandonada por razdes técnico-
econdmicas. Atualmente, o metanol € industrialmente produzido através da
reducdo catalitica do mondxido e diéxido de carbono. A matéria-prima desse
reagente é o gas natural, abundante e barato para a maioria dos paises.

O metanol € um liquido incolor, de baixa viscosidade e com cheiro
caracteristico. Quimicamente, € uma substancia inflamavel a uma temperatura
ambiente, toxica, ndo somente pela inalacdo, mas também através da ingestao e
pelo contato prolongado com a pele e olhos.

A utilizacdo da capacidade instalada de producdo de biodiesel atingiu
86,2% no més de fevereiro de 2009 e a producao de biodiesel foi de 9,8 milhdes
de litros por dia em fevereiro. No més de janeiro, a capacidade ocupada foi de
46% e em dezembro de 2008, a capacidade era ainda menor, de apenas 30%. O
total de biodiesel produzido, 71,16% foi feito a partir de 6leo de soja, 24,54% a
partir de sebo animal, 3,25% de 6leo de algodao e 1,05% de outros materiais.
Atualmente, 64 empresas estdo autorizadas a produzir biodiesel no Brasil, sendo

que 42 estdo autorizadas a comercializar o produto *°.

2.4 Reatores para a produgao de biodiesel

Varios tipos de reatores foram vistos na literatura, cabe destacar algumas

pesquisas. Segundo Dossat et al ®

, a principal proposta do seu estudo foi a
producao do oleato de butila pelo método de transesterificagdo num processo

semi-continuo eficiente visando uma possivel utilizagdo em escala industrial. O
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processo semi-continuo de reacao de transesterificacdo enzimatica do 6leo de
girassol contendo alto teor de acido oléico foi realizado em reator do tipo leito-fixo.
Onde valvulas elétricas foram colocadas na saida do reator permitindo que os
dois produtos da reagao, éster e glicerol, fossem coletados separadamente. As
bombas eram controladas por um temporizador, que fixa um ciclo de sintese de 2

h, e um ciclo de lavagem de 15 minutos. Conforme Figura 7.

T |ESTERES

SUBSTRATO LT - |GLICEROL

v

4

SOLUGAO
DE
ENXAGUE

Figura 7 - Reator semi-continuo para producéao de éster e glicerol em fragcoes

separadas °°.

Para o processo continuo, utilizou-se o mesmo reator, de leito fixo,
utilizando-se uma série de nove colunas empacotadas com lipase de Candida
antartica sp. imobilizada. Como substrato das reagdes foram utilizados o6leos
vegetais ou éleo residual com uma propor¢ao mol L™ 1:3 6leo-metanol. A planta
foi operada com uma vazdo de 15 L h”' dando uma producgdo anual de 100
toneladas. O rendimento de conversao final dos ésteres metilicos de acidos
graxos a partir de oleos vegetais e outros Oleos usados sob condigdes 6timas
foram de 90% e 92%, respectivamente. A vida da lipase imobilizada foi superior a
10 dias. Esta metodologia destaca-se por ser de baixa poluicdo ao meio

ambiente, menor gasto de energia e baixo custo 0.
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Leevijit et al " investigaram a reacao de transesterificacdo do 6leo de
palma, em um protétipo continuo de 6 estagios (Figura 8), a relacdo molar de
metanol ao 6leo foi de 6:1 e temperatura de 60 ° C. Foram investigadas os efeitos
do tempo de permanéncia, velocidade de agitagéo, e a concentragdao de NaOH
(em peso do 6leo). Maior velocidade de agitagdo aumentou a taxa de reacéo até
uma velocidade apropriada, no entanto a agitacdo excessiva leva redugéo da
conversdo. A maior concentracdo de NaOH aumentou significativamente a taxa
de converséao de 6leo em éster e a capacidade de producéo do reator.

Também foram realizados estudos verificando o consumo de energia de
reator. Foi possivel verificar que a velocidade de 200, 300 e 500 rpm, com
consumo de energia em poténcia de um agitador por unidade de volume do reator

foide 0,2: 0,6 e 2,8 KW/m®, respectivamente.

-
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Figura 8 - Esquema do reator de transesterificagdo em seis fases continuas ",

Em outros estudos Joelianingsih et al "2, desenvolveram um sistema para
produzir ésteres metilicos de acidos graxos, soprando bolhas de vapor metanol
superaquecidos continuamente em 6leo vegetal sem utilizar qualquer tipo de
catalisador. Com este sistema foi possivel obter um rendimento de 95,17 % a
uma temperatura de 250 °C.

O funcionamento do reator consistia em um sistema de desidratagao do
metanol através de uma coluna preenchida com uma peneira molecular. O
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metanol era bombeado passando por um sistema de aquecimento com banho
termostatizado aquecido com temperatura controlada no fluxo de saida. O
metanol entdo era enviado em forma de vapor para o reator onde acontecia a
reacao de transesterificagcdo. O vapor de metanol foi soprado em forma de bolhas
de MeOH superaquecidas (9,87 atm, 230 — 260 °C) continuamente com saida de
4 g min™'. O esquema da Figura 9 ilustra o sistema de transesterificagéo realizado

sem adicao de catalisador.

[coHDENSADOR |—
METANOL
CONTAINER
AQUECIMENTO ) DE
l OLEO |REATOR VIDRO
COLUNA DE_
DESIDRATACAO L PRODUTO
v BANHO . VAPOR_T LAM_OSTRA DE
BOMBA »— TERMOSTATIZADO LIQUIDA REAGAD

Figura 9 - Esquema do reator utilizado na transesterificacdo sem adigao de

. | Indi = -
catalisador 72 Erro! Indicador ndao deflnldo..

Kojima et al & publicaram, em 2008, uma pesquisa sobre a producido de
biodiesel, em planta piloto, a partir do residuo de “activated bleaching earth”
(ABE, tipo de terra diatomacea), utilizando lipase da Candida cylindracea. O ABE
€ um pd branco que ndo se dissolve em agua, 6leo ou solvente organico, e &
amplamente utilizado na purificagédo de mel, ceras e glicerina, e na descoloragao
de 6leos vegetais e animais. Aproximadamente 40% do peso de ABE residual é
Oleo vegetal, o qual foi testado como matéria-prima para produgao de biodiesel. O
estudo conclui que é possivel produzir biodiesel a partir do residuo de ABE. A
Unica desvantagem é o custo da enzima.

Véarios pesquisadores estdo desenvolvendo novas alternativas para
transformacéao de 6leos vegetais como a utilizagao de reatores de membranas de
ceramica. Foi realizada a hidrdlise de 6leo de palma e azeite de oliva utilizando
um reator de membranas assimétricas. As reagdes foram conduzidas a 40 °C e
uma pressao média de 115 mmHg com taxas de fluxo de 2,5 e 3,0 mL min'1,
respectivamente ",

O processo de transesterificagdo com catalise acida e basica utilizando

diferentes catalisadores foi realizado no reator de membrana do tipo semi-
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batelada a 60, 65 e 70°C. Algumas variaveis como concentragao de catalisador,
aumento de temperatura, razdo de matéria-prima (metanol/6leo) aumentaram
significativamente a conversao de 6leo para biodiesel. O grande diferencial deste
estudo foi que este novo reator permitiu a separacao dos produtos de reacao.
Além disso, o reator foi extremamente importante na remocéo do 6leo canola nao
reagido.

Estas membranas de carbono utilizadas sdo de especial interesse, pois
sdo quimicamente resistentes e estaveis a altas temperaturas. O tamanho dos
poros da membrana sao de 0,05 uym. O didmetro interior e exterior da membrana
foi de 6 e 8 mm, respectivamente. O principio de funcionamento do reator de

membrana esta ilustrado na Figura 10 ™.

ENTRADA TANQUE
DE AGUA CONTROLEDE | COLETOR
QUENTE — . PRESSAQ
TROCADOR
DE
CALOR
TUBO DE
s SAIDA MEMBRANA
DE AGUA

l OQUENTE 4

BOMBA —» >
DE
ALIMENTACAO BOMBA
DE
CIRCULAGAO

Figura 10 - Esquema do reator de membrana ".

A utilizacdo de reatores de membranas € interessante, principalmente
devido ao efeito de imiscibilidade de metanol/éleo de canola e miscibilidade dos
ésteres metilicos em metanol.

Também é possivel controlar a presenca de metanol no meio e monitorar
indicadores do desempenho do membrana tais como a pressdo, o perfil de
acumulacéo do glicerol no circuito do reator bem como estudar a reciclagem de
metanol.

Um reator de membrana bifasico foi desenvolvido por Dubé e
colaboradores " para producdo de ésteres metilicos do éleo de canola, conforme

demonstrado na Figura 11, apresenta-se o0 esquema do reator de
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transesterificagdo com membranas com reciclo de metanol, onde a reagao de
transesterificagdo ocorre sob uma pressdo (dentro das membranas) e
temperatura controlada dentro de um sistema onde os reagentes s&o succionado
por uma bomba de circulagdo e passam pelo conjunto de membranas de
cerdmica onde ocorre a separacao dos ésteres metilicos. Com auxilio de um
sistema com valvula de saida de pressao, o biodiesel é separado e enviado para
um compartimento para resfriamento.

As membranas de ceramica sdo muito populares em aplicagdes
comerciais, devido as suas vantagens como: estabilidade quimica e térmica,
tamanho de poros, alta porosidade, alto fluxo, resisténcia mecanica e vida longa.
Além de suportar reacdes quimicas e estabilidade térmica permite também a
limpeza da membrana de forma mais eficiente quando utilizado matérias-primas
como o petréleo sujo de residuos. No presente estudo, a membrana ceramica &

construida com um suporte de éxido de titanio e da camada ativa.

4‘ TROCADOR DE CALOR ]

CONTROLADOR
DE CALOR
CONJUNTO DE MEMBRANAS
BOMBA DE
CIRCULACAD C)— BIODIESEL
h
TANQUE DE ESTERES

dLEO
SBTEMﬂDERESFNAMENTOF_____+
FASE POLAR
F
ALCOOL E
CATAL

ISADOR |+
J r

LIMPEZA

Figura 11 - Esquema do reator de transesterificacdo com membranas com reciclo

de metanol "°.

Apds o biodiesel puro € armazenado e o alcool ja separado retorna para o

sistema de reacdo novamente.
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2.5 Producao de Biodiesel

De um modo geral, biodiesel foi definido pela “Nacional Biodiesel Board”
dos Estados Unidos como o derivado monoalquil éster de acidos graxos de
cadeia longa, proveniente de fontes renovaveis como 6leos vegetais ou gordura
animal, cuja utilizacao esta associada a substituigdo de combustiveis fosseis em
motores de ignicao por compressao (motores Diesel).

O biodiesel é sintetizado pela transesterificagcdo de O6leos vegetais ou
animais com metanol ou etanol na presenca de um catalisador acido, basico ou
enzimatico. E uma alternativa atraente, pois é produzido a partir de recursos
renovaveis. E reconhecido mundialmente por ser um combustivel com
caracteristicas nao téxicas e biodegradaveis. A transesterificagdo tem sido
largamente utilizada para diminuicdo da viscosidade dos triacilglicerdis,
melhorando as propriedades fisicas dos combustiveis para motores a diesel YA
principal preocupacdo na obtencdo de bicombustiveis € a substituicdo de uma
matéria prima de fonte nao renovavel por uma de fonte renovavel, gerando um
produto final através de um processo de producéo de energia mais limpa.

O combustivel produzido destas matérias primas apresenta consideravel
reducdo na emissdo de gases poluentes e material particulado, quando
comparado com o combustivel féssil, 6leo diesel que atualmente domina o
mercado. O aumento na eficiéncia da producgéao sera feito a partir da dedicagao de
laboratérios de pesquisa e investigadores industriais na projegcdo de novas rotas
de producdo bem como na auto-sustentabilidade do processo de producdo de
biodiesel. Assim ocorrera uma maior disponibilidade tornando o preco deste
combustivel cada vez mais competitivo. Projetos de implantagdo de plantas de
biodiesel de pequena escala retiram a dependéncia do pequeno agricultor ao
petréleo altamente subsidiado assim possibilitando uma maior renda a sua

propriedade.
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3 METODOLOGIA

Na primeira parte desta pesquisa buscou-se a avaliacdo da atividade lipase
em relagédo a diferentes tipos de substratos para verificar se alguma das lipases
disponiveis no laboratério poderia ter uma maior atividade para producido de
biodiesel. A lipase selecionada foi a seguir submetida a avaliagao da atividade em
relacdo a substratos semelhantes.

Posteriormente, fez-se a imobilizacdo da enzima PS Amano em hidrogéis
(polimero absorvente) e aplicagdo desta na producdo de biodiesel de o6leo de
girassol.

Na terceira etapa do projeto foram realizados ensaios de bancada de
transesterificacdo enzimatica por sistema continuo e por batelada. Os ensaios
foram conduzidos variando as concentragdes de enzima, substrato, etanol ou
metanol e a presenga ou nao de solvente organico (hexano). Estas variaveis
também foram aplicadas no sistema por batelada.

Na ultima etapa da pesquisa, buscou-se fazer uma avaliagdo ambiental do
sistema, escolhido para passar a escala piloto. Nesta etapa foi analisado quais
impactos estavam relacionados a producao de biodiesel e qual o consumo de

energia do processo.

3.1 Enzimas, substratos e reagentes

A lipase Novozym 435 foi fornecida pela Novozymes, conforme o laudo
fornecido pela indUstria, a atividade declarada da lipase é de 10.000 PLU g™ (PLU
- propyl laurate unit), seu organismo de producao é Aspergillus oryzae, produzido
por fermentagdo submersa de um microorganismo geneticamente modificado. A
proteina enzimatica, a qual nao é geneticamente modificada, foi separada do
organismo produtor.

As enzimas F-AP-15, AY Amano 30, M Amano 10 e PS Amano foram
fornecidas pela Amano Enzyme Inc. A lipase PS “Amano” € uma preparagéao de

enzimas lipoliticas fabricados por processo de fermentacdo de uma cepa
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selecionada de Burkholderia cepacia. O microrganismo é cultivado em farelo de
trigo e a enzima produzida é extraida com agua e purificada com etanol. Sua
atividade é de 30.000 u g'1, onde uma unidade é a quantidade de enzima que
libera 1 umol de acido graxo por um minuto em pH 7.

A lipase F-AP 15 é uma lipase produzida por fermentagcdo do Rhizopus
oryzae, sua atividade declarada € de 150 u mg'1. Ela pode hidrolisar acidos
graxos curto, médio e longo de 1,2 e 3 posigdes de tri-, di- e monoacilglicerdis. A
lipase F-AP 15 pode ser usada para processamento de produtos lacteos,
gorduras e Oleos.

A atividade declarada da lipase AY "Amano" 30 € de 30.000 u g'1 seu
organismo de produgdo € a Candida rugosa, produzido por fermentagdo. Ela
pode hidrolisar acidos graxos curto, médio e longo de 1,2 e 3 posi¢cbes de tri-, di-
e monoacilglicerdis. Ela pode ser usada para processamento de produtos lacteos,
gorduras e 6leos.

A lipase M “Amano” 10 possui atividade de 10.000 u g'1. E uma lipase
produzida por fermentagdo do microorganismo Mucor javanicus. Assim como as
lipases F-AP 15 e AY "Amano" 30, ela também pode ser usada para
processamento de produtos lacteos, gorduras e 6leos.

As amostras de substratos lipidicos consistiram de 6leo de arroz comercial,
de canola comercial, de girassol (bruto e refinado-comercial), de milho comercial,
de ricino comercial e de soja comercial, azeite de oliva comercial, manteiga
comercial, banha suina, sebo bovino e gordura vegetal hidrogenada comercial e
foram obtidas de fornecedores locais. Mono-hidrogenofosfato de potassio e
hidroxido de sddio (Nuclear®), goma arabica (Synth®) e brometo de potassio

grau espectroscoépico (Vetec®) foram utilizados como recebidos.

3.2 Avaliagao da atividade lipase

Foi realizada a avaliagao da atividade lipase em relagao a diferentes tipos de
substratos para verificar se alguma das lipases disponiveis no laboratério poderia
ter uma maior atividade para producao de biodiesel. A lipase selecionada foi a F-
AP 15 e a seguir realizou-se a avaliacdo da atividade desta em relacdo a

substratos semelhantes, conforme fluxograma da Figura 12.
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Figura 12 - Fluxograma da avaliagédo da atividade lipase.

3.2.1 Determinagao da atividade Lipase

A atividade lipase foi realizada visando identificar sobre qual 6leo a lipase
teria maior atividade. As analises foram realizadas em triplicatas através da
adigao de 5 mg de enzima em 20 mL de emulsdo 5% de substrato e 5% de goma
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arabica (Synth®) em tampao fosfato de potassio (Nuclear®) 0,1 mol L™ pH = 8,0
(preparadas anteriormente) e incubando-se por 30 min 37°C em incubadora
orbital com 40rpm. O controle negativo foi preparado de maneira semelhante,
porém adicionando a enzima apds a incubacdo e procedendo-se a titulacido
imediatamente °.

Para o calculo (Equagéao 1) foi considerado que a quantidade de &cidos
graxos produzidas € diretamente relacionada com a quantidade de lipases
responsaveis pela degradacdo dos respectivos ésteres de acidos graxos
presentes no substrato utilizado, e é definida como a quantidade de enzima
necessaria para liberar 1 umol de acidos graxos por minuto de reagao a 37°C. As

unidades finais foram expressa em unidade internacional (Ul) por kg de 6leo.

Atividade = [[(A- B). Cnaon . 10%] / ©]1000 Equacéo 1
Onde:
A = volume (mL) da amostra
B = volume (mL) do branco
© = tempo (min)

C = concentragao (mol L™)

3.2.2 Avaliagdo da atividade de lipase F-AP-15 frente a substratos

semelhantes

A lipase F-AP-15 foi a selecionada para a realizagcao deste experimento,
fornecida pela Amano Enzyme Inc. Amostras de substratos lipidicos consistiram
de dleo de palma refinado, 6leo de palmiste refinado, oleina de palma PN3, oleina
de palma PN4, oleina de palma PN6 e estearina de palma refinada (Grupo
Agropalma). Mono-hidrogenofosfato de potassio e hidroxido de sodio (Nuclear®),
goma arabica (Synth®) e brometo de potassio grau espectroscopico (Vetec®)

foram utilizados como recebidos.
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3.2.3 Analise por infravermelho

Para realizacdo da analise no infravermelho, adicionou-se uma gota de
cada amostra de 6leo e estas foram submetidas a homogeneizagao com KBr
antes da aquisicao dos espectros. Os espectros foram obtidos em ftriplicata na
faixa de 600-4000 cm™, com resolucéo de 4 cm™ e 32 varreduras, utilizando um
espectrofotdbmetro da Nicolet Magna 550 e um acessorio de espectroscopia
reflectancia difusa no infravermelho com Transformada de Fourier (DRIFTS) 7.

Para a analise de 6leos e gorduras de palma os espectros foram obtidos
utilizando um acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) com cristal de Seleneto
de Zinco (ZnSe) acoplado no mesmo espectrofotdmetro.

Neste caso foi adicionado uma gota da amostra sobre o cristal e os
espectros foram obtidos em ftriplicata, nas mesmas condicoes descritas

anteriormente.

3.2.4 indice de lodo

Para a realizagédo do teste de indice de iodo em 6leos e acidos graxos, foi
utilizado o método oficial. O procedimento deste experimento encontra-se em

anexo G '8

3.2.5 Modelos multivariados

Para a construgcdo dos modelos de regressao multivariados visando auxiliar
na analise dos dados de atividade das lipases, foram utilizadas ferramentas de

analise multivariada.

Para tanto foram utilizadas as ferramentas: analise de componentes
principais (PCA) e anadlise por agrupamentos hierarquicos (HCA). Os dados de
atividade lipase, tipo de substrato, tipo de lipase, indice de iodo e concentracao
de acidos graxos foram autoescalados, utilizando-se o software Pirouette versao

3.11, para visualizagao gréfica.
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3.3 Imobilizagdo da lipase PS Amano - Estudo da imobilizagdo em um

suporte alternativo - Hidrogel

Na Figura 13, tem-se um fluxograma dos experimentos realizados para a
imobilizacdo da enzima PS Amano em hidrogéis (polimero absorvente) e

aplicagao desta na produgéo de biodiesel de 6leo de girassol.

3.3.1 Hidratacao dos hidrogéis

Primeiramente foi realizado um estudo para avaliar a taxa de crescimento
das esferas de hidrogel em agua deionizada. Os didmetros das esferas
hidratadas foram aferidos com um paquimetro a cada hora de imersao até um
total de 10h. Para tanto, cada esfera foi colocada em um copo de becker com 100
mL de agua deionizada.
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Figura 13 - Fluxograma da imobilizacdo da enzima PS Amano em hidrogéis.

3.3.2 Imobilizagdo da enzima PS nas esferas de hidrogel

Para o experimento as esferas de hidrogel foram imersas em solugbes de
enzima preparadas em concentragdes de 80 mg mL™", por 1h, a 30°C, em shaker
com agitacdo orbital (Marconi) com 70 rpm. As esferas assim obtidas foram
denominadas HG-PS.

Apds a imobilizacao, parte das esferas foi desidratada a 37 °C por 36h. As

esferas assim obtidas foram denominadas HG-PS-D.

47

Deseentacio de Mestrade em Tecuologia mbicntal — Warceli Ceolin



O mesmo procedimento de imobilizagao foi realizado com a substituicao da
agua por uma solugao 1:9 de metanol-agua deionizada e as esferas obtidas deste

processo foram denominadas HGM-PS.

3.3.3 Producao de biodiesel em batelada com lipase imobilizada em

hidrogel

A transesterificagdo enzimatica do 6leo de girassol foi realizada com a
enzima PS Amano imobilizada no hidrogel.
As condi¢cdes experimentais utilizadas na reagao de transesterificagdo

foram definidas a partir de resultados prévios obtidos com 6leo de mamona °"°

e
girassol °®_ Assim foram selecionadas a temperatura de 55°C, 24h de reacdo e
100 rpm.

Em um erlenmeyer de 125 mL foi adicionado 1 g de 6leo de girassol, 0,362
g de metanol anidro, 40 mL de hexano (Nuclear®) e 10, 20 e 40 esferas de
hidrogel com enzima imobilizada (2 a 10g) (HG-PS e HGM-PS). Com as esferas
desidratadas apés imobilizagdo também foram utilizadas 10, 20 e 40 esferas (0,1
a 0,4g) (HG-PS-D).

Apds a reagao, o meio reacional foi filtrado para separagao das esferas e o
solvente rota-evaporado. Os produtos de reacdo foram monitorados por
cromatografia em camada delgada (CCD) e quantificado por cromatografia

gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

3.4 Produgdo de biodiesel empregando Enzima Imobilizada Comercial
Novozym ® 435

Nesta etapa da pesquisa, foram realizados ensaios de bancada de
transesterificagcdo enzimatica por sistema continuo e por batelada. Os ensaios
foram conduzidos variando as concentragdes de enzima, substrato, etanol ou

metanol e a presenga ou ndo de solvente organico (hexano). Estas variaveis
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também foram aplicadas no sistema por batelada. As etapas do processo estédo

apresentadas na Figura 14.
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Figura 14 - Fluxograma da transesterificagdo enzimatica por sistema continuo e

por batelada.

3.4.1 Producéo de biodiesel de 6leo de girassol por batelada

Os experimentos foram realizados em escala laboratorial, com o auxilio de
uma Incubadora Shaker MA 420 (MARCONI), a 40 rpm conforme Figura 15.

Foram realizadas reacdes de metandlise e etandlise enzimatica do dleo de

girassol na presenca do solvente orgénico hexano. As reacgbes tiveram como
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substrato 6leo de girassol e metanol ou etanol. A enzima empregada como
biocatalisadora das reagdes de transesterificacao foi a lipase Candida antarctica
B (Novozym® 435). Foram realizadas em erlenmeyer de 125 mL, em periodos de
2 a 24 horas. Os erlenmeyer foram preparados com 1 g do d6leo de girassol,
diferentes propor¢des de metanol ou etanol, agua e enzima, foram adicionados
40 mL de hexano (Nuclear®) como solvente em todos os frascos, depois

fechados e imediatamente introduzidos no shaker pré-aquecido.
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Figura 15 - Esquema da reagéo de transesterificagdo enzimatica por sistema em

batelada.

As condi¢bes das reacbes estao na Tabela 4, as quais foram empregadas
nos diferentes estudos realizados, sendo que as condi¢des foram selecionadas a
partir da selegao de variaveis determinantes da velocidade de reacéo e conforme
planejamento experimental de dois niveis e 4 variaveis (agua, enzima, razdo de
substratos e temperatura). A quantidade de enzima e de agua adicionadas ao
meio reacional foi definida com relacdo a soma das massas dos substratos alcool
e Oleo. Logo apds, cada extrato foi filtrado para separagédo da enzima, e o
solvente rota-evaporado e secado em estufa a 50 — 70°C. Cada estudo foi
realizado em 7 tempos (2, 6, 10, 14, 18, 22 e 24 horas de reacgado), feitos
paralelamente, ou seja, no inicio do periodo de 24 horas colocava no shaker 7

erlenmeyers, sendo retirado 1 a cada tempo pré-definido.
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As anadlises dos produtos de reacao foram realizadas inicialmente por
CCD, observando-se a ocorréncia ou ndo de conversdes, analisadas estas
amostras, elas foram também analisadas por CG-EM empregando um
equipamento Shimadzu QP2010, equipado com uma coluna DB5 MS (30m x
0,25mm x 0,25 pm).

Tabela 4 - Condigdes experimentais empregadas na reacao de

transesterificagdo enzimatica do dleo de girassol por batelada.

Estudo Temperatura(°C) Tempo (h) Enzima  Oleo/alcool  Agua
(%) (%)
E1 55 2,6,10,14,18,22,24 5 1:4 0
E2 55 2,6,10,14,18,22,24 5 1:10 10
E3 55 2,6,10,14,18,22,24 20 1:10 0
E4 55 2,6,10,14,18,22,24 20 1:4 10
E5 65 2,6,10,14,18,22,24 5 1:10 0
E6 65 2,6,10,14,18,22,24 5 1:4 10
E7 65 2,6,10,14,18,22,24 20 1:4 0
E8 65 2,6,10,14,18,22,24 20 1:10 10
E9 60 2,6,10,14,18,22,24 12,5 1:6,5 5

Os valores foram adaptados de Oliveira e Oliveira 81

A razdo molar ¢6leo-alcool (metanol ou etanol) foi calculada a partir das
massas molares dos mesmos. A quantidade de enzima e de agua adicionadas ao
meio reacional foi definida com relagdo a soma das massas dos substratos alcool

e Oleo.

3.4.2 Producéo de biodiesel por sistema semi-continuo ciclico

O processo semi-continuo ciclico de reagao transesterificacdo enzimatica do
oleo de girassol foi realizado em diferentes prototipos de reatores. O estudo
envolveu a preparagdao de ésteres metilicos e etilicos, utilizando metanol ou

etanol e o dleo de girassol como substrato da reagdo. Nos protétipos estudados,
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o éster e o glicerol foram armazenados no mesmo recipiente, sendo o glicerol
depositado no fundo, desta forma conseguindo-se a separagao.

Os protétipos dos sistemas semi-continuos ciclicos envolviam de maneira
geral, banho termostatizado, reator, bomba peristaltica, reservatério, condensador
e chapa de aquecimento com agitagédo magnética.

Nos processos semi-continuos de reacdo de transesterificacdo enzimatica
apresentados nos protétipos das Figuras 16 e 17, as reagdes foram realizadas
nas mesmas condicdes experimentais, mudando apenas o modelo do reator e
modelo do reservatorio do produto final. As reagdes de metandlise enzimatica do
oleo de girassol foram realizadas com a adicdo de 3 g de lipase Candida
antarctica B (Novozym® 435), metanol na propor¢ao 1:8 molar em relagao ao
Oleo, 50 g de d6leo de girassol e hexano como solvente no meio reacional.
Utilizou-se uma bomba peristaltica ISMATEC IPC e tubos de Tygon para auxilio
no fluxo do processo. Apds a reagdo o alcool e o solvente utilizados foram
retirados do meio por rota-evaporagdo. Durante a realizacdo deste experimento
foram retiradas amostras em variados tempos, para analise da conversao. As
reagdes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada.

No protétipo 1 (Figura 16), tem-se no reator, éleo de girassol, metanol ou
etanol, hexano e enzima. O aquecimento do reator ocorre em banho de 6leo na
chapa de aquecimento a uma temperatura de 55°C, com agitagdo magnética.
Conforme vai ocorrendo a reacdo, o produto transesterificado vai sendo
transferido para o reservatério final com o auxilio da bomba peristaltica, onde é

armazenado.
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A- Chapa de Aquecimento ¢/ agita¢fio magnetica
B- Reator

C- Bomba Peristaltica

D-Produto Final

—r Fluxo do Processo

Figura 16 - Esquema da producao de biodiesel de dleo de girassol produzido em

sistema semi-continuo ciclico (Prototipo 1).

No prototipo 2 (Figura 17), tem-se no reservatorio do sistema, 6leo de
girassol, metanol ou etanol e hexano, o aquecimento ocorre em banho de 6leo na
chapa de aquecimento a uma temperatura de 55°C, com agitacdo magnética.
Com o auxilio da bomba peristaltica, a solugcao vai sendo transferida para o reator
o qual possui a enzima que sofre agitagcdo magnética e esta fica presa no reator,
com o auxilio de la de vidro na saida do reator. Conforme vai ocorrendo a reacgao,
o produto transesterificado volta para o reservatorio inicial, ocorrendo a
recirculacéo no sistema até completa conversao.

Em anexo (B), encontra-se o registro fotografico da producéo de biodiesel

de d6leo de girassol produzido em sistema semi-continuo ciclico (Protétipo 1).
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A- Chapa de Aquecimento
¢/ agitacdo magnetica
B- Reservatorio
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—r Fluxo do Processo

Figura 17 - Esquema da produgédo de biodiesel de éleo de girassol produzido em

sistema semi-continuo ciclico (Protétipo 2).

No processo semi-continuo ciclico de reacdo de transesterificacao
enzimatica apresentado no protétipo da Figura 18, a reacdo de etandlise
enzimatica do 6leo de girassol foi realizada em um reator de vidro. A reacéo foi
realizada com 1g de lipase Candida antarctica B (Novozym® 435), etanol na
proporgdo 1:10 molar em relagédo ao 6leo, 5 g de d6leo de girassol e 200mL de
hexano como solvente no meio reacional. Utilizou-se uma bomba peristaltica
ISMATEC IPC e tubos de Tygon para auxilio no fluxo do processo. Apés a reagéao
o metanol e o solvente utilizado foram retirados do meio por rota-evaporacao.
Durante a realizagdo deste experimento foram retiradas amostras em variados
tempos, para analise da conversdo. As reagbes foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada. No anexo C, encontra-se o registro fotografico
da producéo de biodiesel de éleo de girassol produzido em sistema semi-continuo

ciclico (Prototipo 2).
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A- Chapa de Aquecimento ¢/ agitacfio magneética
B- Reservatorio
C- Bomba Peristaltica
D- Reator
E- Banho Termostatizado
F- Bomba de Ar
—r Fluxo do Processo
Fluxo de agua
— Fluxo de Ar

Figura 18 - Esquema da producio de biodiesel de dleo de girassol produzido em

sistema semi-continuo ciclico (Protétipo 3).

No protétipo 3, tem-se no reservatorio do sistema 6leo de girassol, metanol
ou etanol e hexano, o aquecimento ocorre em banho termostatizado a uma
temperatura de 55°C. Com o auxilio da bomba peristaltica, a solugao vai sendo
transferida para o reator o qual possui a enzima. O reator possui uma “luva”’ a
qual circula agua quente que vem do banho termostatizado para manter o
sistema aquecido. No reator a agitacdo da enzima ocorre devido a presenga de
uma bomba de ar conectada embaixo do reator. A solucdo que esta sofrendo
reacdo no reator, volta para o reservatério inicial, ocorrendo a recirculagao no
sistema até completa conversdo. Em anexo (D), encontra-se o registro fotografico
da producéo de biodiesel de éleo de girassol produzido em sistema semi-continuo

ciclico (Prototipo 3).

3.4.3 Producao de biodiesel por sistema continuo

O estudo com maior énfase foi no protétipo 4 (Figura 19), pois neste
processo continuo de reacao de transesterificacdo enzimatica, foi realizada a

reacdo com a utilizacdo apenas de etanol e 6leo de girassol como substrato da
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reacdo, evitando a presenca de um solvente organico como o hexano, a reacao
foi realizada adicionando 1g de lipase Candida antarctica B (Novozym ® 435) no
reator de ago pré aquecida a 55 °C na estufa por 1 hora para sua ativacéo. Foi
utilizado inicialmente 20g de dleo de girassol e 80 mL de etanol, sendo que o
reservatorio foi realimentado sempre que necessario, pois o sistema permaneceu
ligado durante 64 horas. As temperaturas do banho de dleo e da agua
mantiveram-se constante em 55 °C e a velocidade utilizada na bomba peristaltica
foi constante. Apdés a reacdo o etanol utilizado foi retirado do meio por rota-

evaporacao.

A- Chapa de Aquecimento ¢/ agita¢io magneética
B- Reservatorio Inicial
C- Bomba Peristaltica
D- Reator
E- Banho Termostatizado
F- Produto Final
—r Fluxo do Processo

Figura 19 - Esquema da producio de biodiesel de éleo de girassol produzido em

sistema continuo 1 reator (Prototipo 4).

O sistema apresentado na Figura 19, pode ser descrito da seguinte
maneira: no reservatorio inicial do sistema esta a solugao de 6leo de girassol e
etanol, o aquecimento ocorre em banho de 6leo a uma temperatura de 55°C, com
agitacdo magnética. Com o auxilio da bomba peristaltica, a solugdo vai sendo
entdo disponibilizada para o reator com o auxilio de uma bomba peristaltica
ISMATEC IPC e tubos de Tygon para auxilio no fluxo do processo. Neste sistema
0 0leo e a solucao etandlica permanecem por um tempo determinado em contato
com a enzima que se encontra empacotada no reator, passando por este,
ocorrendo assim a reacao. O reator fica imerso no banho termostatizado a uma
temperatura de 55°C para manter-se aquecido. O produto transesterificado vai

sendo transferido para o reservatorio final onde é armazenado.
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A mesma pesquisa foi realizada com a adigao de mais um reator, conforme
Figura 20, para aumentar o tempo de contato entre enzima e substrato. As
condi¢bes aplicadas no sistema com 2 reatores foram exatamente iguais a com 1
reator. No sistema continuo com 2 reatores, o sistema permaneceu ligado por
388h. Durante a realizacdo destes experimentos foram retiradas amostras para
analise da conversdo. As reacdes foram monitoradas por cromatografia em
camada delgada e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas.
No anexo E, encontra-se o registro fotografico da producéo de biodiesel de d6leo
de girassol produzido em sistema continuo com 1 e 2 reatores respectivamente
(Protétipo 4).

A- Chapa de Aquecimento ¢/ agitacio magnetica
B- Reservatorio Inicial
C- Bomba Peristaltica
D- Reator
E- Banho Termostatizado
F- Produto Final
—r Fluxo do Processo

Figura 20 - Esquema da produgéo de biodiesel de éleo de girassol produzido em

sistema continuo 2 reatores (Protétipo 4).

Na Figura 21, apresenta-se 0 modelo do reator utilizado no protétipo 4
construido em ago inoxidavel. E constituido basicamente por um tubo de 8,5 cm
de comprimento com orificio, para o empacotamento da enzima. A sua
capacidade é para 1g de lipase Candida antarctica B (Novozym® 435). As
extremidades do tubo, possuiam duas telas, entre elas |4 de vidro para evitar a
saida da enzima do reator. As telas estavam encaixadas em uma peca de
conexao entre o tubo e as agulhas onde serao conectados os tubos de tygon. O

comprimento total do reator foi de 16,5 cm.
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8S5cm

16,5 cm

Figura 21 - Modelo do reator do Protétipo 4.
Encontra-se em anexo F, o registro fotografico do reator utilizado no

Prototipo 4.

3.5 Avaliagcao Ambiental do Protétipo 4

No fluxograma da Figura 22, esta a ultima etapa da pesquisa, onde se
buscou fazer uma avaliacao ambiental do sistema, escolhido para passar a escala

piloto. Nesta etapa foi analisado quais impactos estavam relacionados a produgao

de biodiesel e qual o consumo de energia do processo.

AVALIAGAO AMBIENTAL DO SISTEMA
CONTINUO

CONSUMO ENERGETICO IMPACTOS AMBIENTAIS

MATRIZ DE
LEOPOLD

Figura 22 - Fluxograma da avaliagdo ambiental do sistema continuo de bancada.

3.5.1 Consumo energético

A avaliacdo do consumo energético no protétipo 4 foi realizada com o
instrumento Alicate Wattimetro Digital portatil, Modelo: ET-4090 em W.
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A medicao foi realizada através de um software Universal Data logging
Systens For Superior Digital, que estava conectado ao instrumento de leitura o
qual estava conectado na extensao onde todo o sistema estava ligado.

Por ultimo fez-se a medicdo do gasto energético da etapa de rota-

evaporacao, que é uma etapa separada do processo.

3.5.2 Planilha de Leopold

Para identificacdo dos impactos ambientais decorrente da utilizagdo do
prototipo, foi adotado como ferramenta uma Matriz de Interacdo derivada da
matriz de Leopold 2. A Matriz de Interagdo qualifica os impactos seguindo
critérios com caracteristicas de valor, ordem, espago, tempo, dindmica e plastica.
Apos lancados na matriz, as agdes impactantes sdo multiplicadas pelos fatores
ambientais resultando em impactos identificados, os quais apresentam subsidios
para adoc¢ao de medidas ambientais minimizadoras ou potencializadoras.

Para qualificar os impactos, adotam-se os critérios apresentados por Silva
8 e estdo caracterizados a seguir.

- Caracteristicas de Valor:

a) Impacto positivo: quanto uma agado causa melhoria da qualidade de um
parametro;

b) Impacto negativo: quando uma agao causa dano a qualidade de um parametro.
- Caracteristica de Ordem:

a) Impacto direto: quando resulta de uma simples relagdo de causa e efeito;

b) Impacto indireto: quando é uma reagao secundaria em relagao a agao.

- Caracteristicas Espaciais:

a) Impacto local: quando a agdo circunscreve-se ao préprio sitio e suas
imediagdes;

b) Impacto regional: quando um efeito se propaga por uma area além das
imediagdes;

c) Impacto estratégico: o componente ¢é afetado coletivo, nacional ou
internacional.

- Caracteristicas Temporais:

a) Impacto em curto prazo: quando o efeito surge no curto prazo (a determinar);
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b) Impacto em médio prazo: quando o efeito se manifesta no médio prazo (a
determinar);

c) Impacto em longo prazo: quando o efeito se manifesta no longo prazo (a
determinar).

- Caracteristicas Dindmicas:

a) Impacto temporario: quando o efeito permanece por um tempo determinado;

b) Impacto Ciclico: quando o efeito se faz sentir em determinados periodos;

c) Impacto permanente: executada a acdo, os efeitos ndo cessam de se
manifestar num horizonte temporal conhecido.

- Caracteristicas Plasticas:

a) Impacto reversivel: a agao cessada, o fato ambiental retorna as condigbes
originais;

b) Impacto irreversivel: quando cessada a agao, o fator ambiental ndo retorna as
suas condi¢cdes originais, pelo menos num horizonte de tempo aceitavel pelo

homem.

3.6 Analise do biodiesel

Os métodos instrumentais de analise utilizados para a caracterizacao e
quantificagdo de amostras de biodiesel foram cromatografia gasosa acoplada com
espectrometria de massa e espectroscopia no infravermelho.

Os equipamentos utilizados na realizacdo deste estudo foram:
cromatografo a gas acoplado com espectrémetro de massas CGQP2010 Plus,
marca Schimadzu, equipado com Injetor Automatico AOC 20i, espectrofotdmetro
de infravermelho marca Nicolet Modelo Magna 550 ® com transformada de
Fourier equipado com um acessorio de reflexdo total atenuada (ATR) com cristal

de Seleneto de Zinco (ZnSe).

3.6.1 Preparo de padrées e amostragem

Os padrdes de ésteres metilicos de acidos graxos adquiridos da Supelco

denominados KIT ME10 (ésteres metilicos de acidos graxos contendo cadeia
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saturada) e KIT ME14 (ésteres metilicos de acidos graxos contendo cadeia
insaturada) foram preparados em solugdes estoque, utilizando como solvente o
heptano (Synth®), em concentragéo de 10 mg mL™.

A partir da solugao estoque foi preparada uma diluigdo de 0,1 mg mL", a
qual foi analisada no cromatografo, a fim de identificar os compostos através das
bibliotecas NIST e WILEY, bem como avaliar os tempos de retencao, o fator de
resposta e quais os ésteres seriam utilizados neste estudo.

Apos identificados os ésteres de maior interesse, uma mistura destes foi
preparada em quatro concentracoes, a partir da solugao estoque de cada padrao,
para obtermos a curva analitica (1,0 mg mL™", 0,5 mg mL™", 0,2 mg mL™ e 0,1 mg
mL™7).

Apds uma analise no cromatografo utilizando uma amostra biodiesel com
concentracdo de 20 mg mL", verificou-se a resposta do equipamento, e entao
todas as amostras foram diluidas em hexano (Nuclear®) para realizagdo da
analise. As curvas analiticas obtidas a partir das solugdes padrdes estdo no

Anexo A.

3.6.2 Cromatografia camada delgada

A anadlise qualitativa desta pesquisa foi realizada por cromatografia em
camada delgada, onde 1 gota das amostras foram diluidas em 1mL de hexano
(Nuclear®), da mesma forma que o 6leo de partida e o biodiesel (B100), em 3
diferentes frascos. Aplicou-se o 6leo, o biodiesel e a amostra na placa de CCD e
eluiu-se com hexano (Nuclear®):acetato de etila (Vetec®) (9:1 v/v). As placas
cromatograficas de silica utilizadas no experimento apresentavam medida de 4
cm x 5,5cm (Macherey Nagel®). A revelagdo das substdncias separadas foi
realizada em camara de iodo, que reage com muitos compostos organicos

formando complexos de cor café ou amarela.
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3.6.3 Cromatografia gasosa

A analise por cromatografia gasosa foi realizada com o objetivo da
separacgao e identificacdo dos acidos graxos presentes nas amostras de oleos e
dos produtos da atividade lipase.

Para tal foi utilizado o cromatografo Schimadzu GC -2010 com detector
GCMS - QP2010 Plus Gas Chromatograph Spectrometer.

Para as analises em CG-MS dos padrdes de referéncia de ésteres
metilicos de acidos graxos, bem como das amostras de biodiesel, foi utilizado o
cromatografo a gas acoplado com espectrémetro de massas CGQP2010 Plus,
marca Schimadzu, equipado com Injetor Automatico AOC 20i. As condi¢des da
coluna de DB5 MS 30m x 0,25 mm x 0,25 pm iniciaram em 150°C (0,1min)
aquecendo até 250°C (3°C min™'), continuando o aquecimento a 30°C min™ até
300°C; no detector de massas a temperatura da fonte de ionizagcdo e a
temperatura de interface em 280°C e split de 1:5, utilizando o modo SCAN, sendo
que foi injetada em triplicata uma aliquota de 1uL de cada mistura de padrdes e

da amostra para identificacdo dos ésteres metilicos.

3.6.3.1 Derivatizagao dos 6leos para analise por CG

Em um baldo volumétrico foi pesado 0,100 g de amostra (6leo) e
adicionado 6 mL de solugdo metandlica de NaOH (Nuclear®) (1 g de NaOH em
50 mL de metanol).

A seguir acoplou-se um condensador e deixou-se em refluxo e em
aquecimento por 20 min. Apds adicionou-se por intermédio do condensador, gota-
a-gota, 7 mL de solugédo BFs/metanol (Merck®) deixou-se refluxar por mais 4 min.
O mesmo procedimento foi adotado para adicionar 5 mL de heptano (Synth®)
sendo refluxado durante 2 min.

Removeu-se a amostra do aquecimento e do condensador e deixou-se a
amostra esfriar a temperatura ambiente para acrescentar uma solucado saturada
de NaCl (Synth®), seguida de rotagcbes suaves para que a fase hepténica

flutuasse.
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Transferiu-se a fase heptanica para um tubo de ensaio, no qual foi
adicionado Na SO, (Nuclear®) anidro. Apos alguns minutos, o extrato foi
transferido para um recipiente limpo e seco, e armazenado até o momento da
analise cromatografica.

Para a analise, otimizaram-se condigdes da coluna DB — SMS (30m x
0,25mm x 0,25um) iniciando a 150°C aquecendo a 0,1°C min™"' até 250°C,
continuando o aquecimento a 3°C min™' até 300°C com aquecimento de 30°C min®
' do injetor split/splifless 280°C; injegdo modo split 1:5, velocidade linear de 38 cm
s fluxo da coluna de 1 mL min™; tempo da corrida 35,1min. Fonte de ions
280°C, interface 280°C e voltagem do detector 0,78 kV. Pelo mesmo método
descrito, foram injetados os padrdes de identificacdo das amostras, obtendo-se as

curvas do Anexo A.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo da atividade lipase

Para selecionar as lipases a serem testadas na transesterificacdo, foram
realizados experimentos que buscavam reconhecer as condicdes substrato-
enzima que poderiam revelar alguma situagao preferencial para a producao de

biodiesel por biocatalise.

41.1 Estudo da atividade lipase de enzimas comerciais nao imobilizada

com diferentes substratos

Os valores de atividade lipase obtidos pelo método titrimétrico em funcao
da hidrdlise dos 6leos como substratos com as 4 diferentes enzimas podem ser

visualizados na Tabela 5.

Tabela 5 - Atividade lipase (Ul kg™') das enzimas em relacdo ao substrato

utilizado.

Atividade lipase (Ul kg ™)
LIPASEF- LIPASEAY LIPASEM  LIPASE PS

_SUBSTRATO AP15  "AMANO" 30 "AMANO"10 "AMANO"
Oleo de Girassol
~ Bruto 9740 6800 3820 7400
Oleo de Girassol
Refinado 6270 10500 3900 8200
Oleo de Algodio 12900 4060 1820 8800
Oleo de Arroz 13730 7900 2880 14400
Oleo de Soja 8960 14650 1760 10940
Oleo de Oliva 5900 2780 1380 5540
Oleo de Ricino 2590 740 640 5280
Oleo de Milho 13180 12640 3840 11420
Oleo de Canola 7400 1090 590 4450
Sebo 18480 2150 5510 16900
Manteiga 3960 1850 4360 14320
Hidrogenada 14420 4290 5380 21220

Banha Refinada 6440 1650 825 8910




Observa-se que a atividade lipase varia conforme o substrato utilizado.
Para o 6leo bruto de girassol houve uma redugao da atividade comparada ao 6leo
refinado, com exceg¢ao dos resultados encontrados com a Lipase F-AP15. Este é
um resultado relevante porque se busca evitar o refino para a produgao de
biodiesel.

Também nao se observam uma seletividade preferencial das lipases, ou
seja, seletividade em relagao ao tipo de triacilglicerdis ou em relagao a presenga
de insaturagao das ramificagbes dos triacilglicerdis. Para isso foi necessario uma

analise multivariada a ser apresentada no item 4.1.3.

41.2 Estudo da atividade lipase da enzima comercial imobilizada

Novozym® 435 com diferentes substratos

O mesmo estudo foi realizado com lipase imobilizada Novozym 435
(Tabela 6). Analisando as atividades com os mesmos substratos empregados no
item 4.1.1, observa-se que os valores obtidos com a Novozym 435 s&do menores
que os encontrados com as lipases livres, porque na massa utilizada em cada

teste, ndo foi considerado a massa do suporte e, portanto continha menos lipase.

Tabela 6 - Atividade lipase (Ul kg'1) da enzima comercial imobilizada Novozym

435 em relacao ao substrato utilizado e faixa de indice de iodo da literatura.

Atividade lipase (Ul kg ™)

Novozym 435 indice de lodo
C')Ieg de Girassol Bruto 880 120 — 141
Oleo de Girassol
Refinado 200 118 — 145
Oleo de Algodio 1420 99-113%
Oleo de Arroz 320 99 — 108
Oleo de Soja 190 124 — 139 *
Oleo de Oliva 320 79 -89 %
Oleo de Ricino 510 82-88%
Oleo de Milho 220 103 — 128 ¥
Oleo de Canola 740 110 — 126 ®
Sebo Bovino 500 40 — 47 %
Manteiga 730 25-40%
Gordura Hidrogenada 560
Banha Suina 2010 53-77 %
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Destaca-se também que esta lipase parece ter preferéncia para oOleos

menos insaturados, o que deve ser investigado.

4.1.3 Anadlise quimiométrica do estudo de atividade lipase

Para auxiliar na interpretacao dos dados utilizou-se a analise multivariada,

mais especificamente a ferramenta quimiométrica de analise por agrupamentos

hierarquicos (HCA). Com ela analisou-se a atividade lipase, frente a diferentes

substratos, apresentados na Figura 23. As enzimas Novozym® 435 e Amano M

10 possuem maior semelhanca na
entanto, esta semelhanca se deve
Novozym® 435, logo, os valores de

com a Amano M 10.

atividade em relagdo aos substratos. No
a menor massa de lipase no teste com

atividade foram menores como os obtidos
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Figura 23 - Dendrograma atividade lipase frente a diferentes substratos.
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Outro aspecto visualizado na Figura 23 é a existéncia de alguma
similaridade entre as lipases PS e F-AP 15, ambas do mesmo fornecedor. Estas
foram as lipases que apresentavam um perfil de atividade interessante para uso
na transesterificacdo de o6leos vegetais, uma vez que, outros autores €6 ja
utilizaram a PS com este objetivo. Para a maioria dos substratos analisados a

atividade foi maior com estas duas lipases como mostram os graficos de scores e

loadings das Figuras 24 e 25. Para a analise por componestes principais (PLA).
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Figura 24 - Gréfico de scores PC1 (75,44%) x PC2 (15,03%) para PCA das

atividades lipases das diferentes enzimas estudadas.
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Figura 25 - Gréfico de loadings PC1 (75,44%) x PC2 (15,03%) para o PCA dos

diferentes substratos utilizados no teste da atividade lipase.
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Observando as Figuras 24 e 25 constata-se que existe uma maior
atividade das lipases FAP-15 e PS Amano com os Oleos e gorduras mais
saturados (6leo de arroz comercial, de canola comercial, de girassol bruto, de
milho comercial e de ricino comercial, azeite de oliva comercial, banha suina,
sebo bovino e gordura vegetal hidrogenada comercial).

Com relagdo a atividade das lipases em substratos mais insaturados
observou-se que a lipase AY-30 apresentou uma maior relagdo com base no
grafico de scores e loadings, no entanto, a atividade foi menor do que a
encontrada com a FAP-15 e PS. Desta forma, optou-se para realizar novos
experimentos com estas duas lipases (FAP-15 e PS).

Em funcdo da similaridade destas lipases frente aos substratos como foi
visto na analise quimiométrica foram feitos diferentes experimentos com as duas,
uma vez que a massa de lipase doada para pesquisa € limitada. A FAP-15 foi
utilizada para uma nova avaliacdo da atividade lipase com substratos
semelhantes e mais saturados e a PS foi utilizada na reagao de transesterificagao

empregando um procedimento alternativo de imobilizagao.

4.2 Estudo de atividade lipase com a enzima FAP - 15 com diferentes

substratos saturados

Visando avaliar a lipase FAP-15 com relacdo a substratos mais
semelhantes e que tivessem maior correlagdo com a mesma, foram realizados
novos experimentos de atividade lipase empregando os 6leos e gorduras a
sequir:

Oleo de Palma 1, para o lote 1;

Oleo de Palma 2, para o lote 2;

Oleo de Palma 3, para o lote 3;

Oleo de Palma 4, para o lote 4;

Oleo de Palmiste 1, para o lote 1;
Oleo de Palmiste 2, para o lote 2;
Oleina de Palma PN3 1, para o lote 1;
Oleina de Palma PN3 2, para o lote 2;

YV V.V V V V V V VY

Oleina de Palma PN4 1, para o lote 1;
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Oleina de Palma PN4 2, para o lote 2;
Oleina de Palma PNG6 1, para o lote 1;
Oleina de Palma PNG6 2, para o lote 2;

Estearina de Palma Refinada 1, paraolote 1 e

YV V V V V

Estearina de Palma Refinada 2, para o lote 2.

Estes 6leos e gorduras foram caracterizados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas, onde foi possivel identificar a composi¢cao
em acidos graxos de cada amostra e a partir do seu indice de iodo, avaliar o grau

de insaturagao, conforme valores apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Acidos graxos identificados e indice de iodo das amostras de éleo de

palma e palmiste utilizadas para determinacao da atividade lipase.

Sleos Acidos graxos (%) indice  Atividade
C120 140 c160 c18:2 cis1  ciso 921999 ipase (uikg?)
(mgl2g’)
Palma Refinado 1 040 1,75 3599 14,22 36,76 10,89 56,23 21.860
Palma Refinado 2 56,23 2,53 41,75 12,05 3595 6,18 56,71 19.840
Palma Refinado 3 56,71 1,17 41,42 11,44 30,94 1464 5443 19.580
Palma Refinado 4 5443 1,19 50,82 11,34 2745 8,78 57,08 16.400
Palmiste Refinado1 57,08 18,31 9,80 3,06 1551 4,50 19,30 34.110
Palmiste Refinado2 19,30 13,67 8,35 242 1327 3,13 18,42 26.780
Oleina de Palma PN3
1 18,42 1,15 30,15 16,33 42,18 9,39 64,83 20.300
Oleina de Palma PN3
2 64,83 1,06 2990 17,02 4417 7,47 66,00 19.600
Oleina de Palma PN4
1 3500 1,34 6592 1935 424 8,80 62,55 20.860
Oleina de Palma PN4
2 62,55 1,06 3191 14,00 37,09 1546 61,64 34.020
Oleina de Palma PN6
1 6164 1,26 36,76 13,28 33,71 14,46 48,82 31.520
Oleina de Palma PN6
2 48,82 1,31 31,03 1491 39,04 12,97 57,80 16.170
Estearinade Palma1 57,80 1,33 29,25 17,03 40,14 11,35 35,60 960
Estearinade Palma2 3560 3,48 4845 10,32 28,13 8,67 32,70 960

Apds a determinacéo da atividade lipase destes 6leos e gorduras pode-se
observar que a atividade da lipase F-AP-15 ¢é diferente em cada 6leo e também
em cada lote utilizado (Tabela 7). O 6leo em que a lipase apresentou maior
atividade foi o 6leo de palmiste. Este 6leo apresenta alta concentracao em &acido

laurico, o que a difere das outras amostras utilizadas.
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Este resultado pode estar relacionado com o fato da maioria dos acidos
graxos presentes no 6leo de palmiste ser de cadeia menor e saturada. Neste
caso a enzima teria uma especificidade por cadeias carbénicas curtas e acidos
graxos mais saturados, pois outros bons resultados de atividade foram
encontrados em amostras ricas em acido oléico, que € monoinsaturado 8,

Assim como o 6leo de palmiste, as amostra de oleina de palma PN3, PN4
e PN6 também tiveram uma grande atividade lipase e apresentaram uma maior
composicao de acido palmitico e oléico.

Com base nos resultados obtidos para interpretar se ha uma preferéncia
da enzima por uma condigao especifica, foi utilizado a analise mutivariada por
PCA onde observa-se que existe uma correlacao entre a atividade e o tipo de
acido graxo presente no triacilglicerol. Amostras de menor tamanho de cadeia
carbbénica e mais saturadas estavam relacionadas com a maior atividade lipase
(Figura 26 e 27).
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Figura 26 - Grafico de scores PC1 (49,76%) x PC2 (16,86%) para PCA utilizando

os resultados para a enzima FAP-15.
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Figura 27 - Grafico de loadings PC1 (49,76%) x PC2 (16,86%) para PCA

utilizando os resultados para a enzima FAP-15.
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Com base nestes resultados pode-se constatar que a pesar da lipase FAP-15
nao ser considerada especifica pelo fabricante, ha uma relacdo entre maior
atividade e substratos mais saturados e de cadeia carbbénica menor.

Assim, entende-se que ela pode ser utilizada na producao de biodiesel a partir
do éleo de girassol com alto oléico (88,9%) e que nao teria 0 mesmo resultado
com o oleo de girassol de baixo conteudo em &cido oléico, que conforme analise
cromatografica apresenta 44% em &cido linoléico (C18:2), apresentado na Figura

28.
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Figura 28 - Cromatograma ion total do éleo de girassol alto oléico (preto) girassol

comum (rosa).

4.3 Imobilizagao da lipase PS em hidrogel

Inicialmente foi realizado um estudo preliminar da taxa de crescimento do
hidrogel para identificar qual o tempo necessario para a formagdo da esfera.
Observou-se na Figura 29, que com 1 h de imersdo em agua, as esferas
triplicavam o seu didmetro, sendo suficiente para a retencado da lipase em sua
superficie. A partir deste estudo, foi realizada a imobilizagdo da enzima PS, como

mostra na Figura 30.
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Taxa de crescimento

Tempo (h)

Figura 29 - Taxa de crescimento das 6 esferas de hidrogel , com relagdo ao

didmetro da esfera hidratada.

Figura 30 - Esfera de hidrogel hidratada com solu¢ao de enzima.

4.3.1 Resultados da aplicagdao das esferas de hidrogel na producao de

biodiesel em batelada

Para todos os experimentos de transesterificagao realizados com a lipase
imobilizada no hidrogel foi obtido converséao parcial dos triacilgliceréis em ésteres
metilicos, apresentado no registro fotografico da cromatoplaca obtida apds a

separagao por CCD (Figura 31).
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o B 10 20

Figura 31 - Cromatograma de CCD do produto de reagao de transesterificagéo
(24h) realizada com 10 e 20 esferas de hidrogel com enzima imobilizada (O-

Oleo; B- Biodiesel; 10 — esferas e 20 esferas).

Uma maior conversao em ésteres foi observado em relagdo ao tempo de
reagao e a quantidade de biocatalisador empregada, alcangando-se conversdes
de aproximadamente 70%. Pesquisadores obtiveram resultados similares, onde
foram alcancados conversdes de 67% com a mesma lipase porém imobilizada em
suporte sol-gel hidrofébico %°. A conversdo observada na transesterificagdo do

6leo de girassol foi registrada na Figura 32.

60 - HG-PS-D HG-PS HGM-PS
50 AL A -

Conversao (%)
N
S

Estudos

HG-PS-D: Esferas de hidrogel imersas em solugbes de enzima.
HG-PS: Esferas de hidrogel imersas em solugdes de enzima e posteriormente desidratadas.
HGM-PS: Esferas de hidrogel imersas em solugdes de enzima, com a substituicdo da agua por

uma solugao 1:9 de metanol-agua.
Figura 32 - Transesterificagdo das amostras de 6leo de girassol empregando a
lipase PS Amano imobilizada em hidrogel ( Estudos 3, 6 e 9 com 10 esferas;

Estudos 4, 7, 10 com 20 esferas e Estudos 5, 8 e 11 com 40 esferas).
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Conforme a Figura 33, a reacdo apresentou maior conversido quando a
lipase imobilizada foi desidratada ou quando no processo de imobilizagao foi
utilizada a lipase em solucédo 1:9 de metanol e agua. Este conteudo em metanol
também deve ser analisado quanto ao equilibrio de solubilizacdo do mesmo com

agua e oOleo, conforme se supde a partir da Figura 34.
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Diferenga das esferas apds transesterificagao (g)

Figura 33 - Diferenca de tamanho das esferas de hidrogel com enzima

imobilizada apds a transesterificagao.

Observa-se que existe uma diferenca entre as esferas antes do seu
emprego como biocatalisadores, ou seja, ocorreu um equilibrio dos produtos do
interior da esfera com o meio reacional. Supde-se que o emprego de hidrogéis
para a imobilizagdo de lipases para a produgao de biodiesel seja possivel, e que
a presenca de alcool no processo de imobilizagdo possa ser um fator que facilite
a reacao de transesterificacdo. Neste caso, o alcool, que neste trabalho, trata-se
do metanol, ndo precisa ser adicionado no momento da reagdo. Supde-se, no
entanto, que ha uma migracdo de alcool para o meio reacional, reduzindo a
massa das esferas apos a reacao. Portanto a analise das esferas hidratadas com
solucao aquosa de lipase (HG-PS) apds a transesterificagdo revela um aumento
da massa das mesmas, o que também leva a propor que o equilibrio entre agua,

alcool e dleo ocorra em sentido contrario como mostra a Figura 34.
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Figura 34 - Proposigcao de transferéncia de metanol observado em esferas de

hidrogel com enzimas imobilizadas em reag¢des de transesterificacao.

Desta forma, constata-se que é possivel a formacado de um equilibrio de
solubilizagdo agua — alcool durante a reagdo de transesterificagdo que pode
beneficiar a conversdo, uma vez que o alcool é soluvel em 6leo e em agua,
principalmente quando o alcool faz parte da hidratagdo da esfera, isto reduz o
gasto com a rota-evaporagdo do alcool residual apés a reacdo de
transesterificacdo e aumenta a conversao.

A imobilizagdo de enzimas em hidrogel podera ser uma possivel alternativa
para a producdo de biodiesel por processo enzimatico, sendo que este
apresentou resultados satisfatérios, principalmente com 24 horas de reacao. Os
sistemas estudados podem ser modificados quanto a presenga de metanol na
etapa de imobilizacdo, tempo de reacdo e quantidade de enzima. Da mesma
forma, com a enzima imobilizada em hidrogel, seguida de desidratacédo, ha a
possibilidade de conversdo, do 6leo em éster e, assim, com a imobilizacdo da
enzima em hidrogel tém-se dois caminhos alternativos para a producédo de
biodiesel.

Por outro lado (hidrogel + &lcool), o emprego de lipase imobilizada em
hidrogel, seguida de desidratagédo, pode ser um caminho para a realizagdo desta
reacao de transesterificacdo em sistema continuo.

A partir desta etapa da pesquisa coube a otimizagdo de métodos de
transesterificacao ciclicos e, para tanto, foi utilizado a lipase comercial imobilizada
em um suporte polimérico e n&o a lipase imobilizada em hidrogel desidratado. Isto
ocorreu devido a necessidade de maior massa de lipase imobilizada e de um

liofilizador com maior capacidade de desidratacao das esferas.
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Assim, foi dado continuidade dos estudos com o 6leo de girassol e com a

lipase Novozym 435.

4.4 Producao de biodiesel por transesterificagdo enzimatica empregando

Novozym 435

Visando otimizar o sistema continuo de transesterificacdo enzimatica do 6leo
de girassol, foram realizados experimentos em batelada, para selecionar as
condicbes de reacdo, como temperatura, proporg¢ao o6leo-alcool e biocatalisador.

Apds, foram desenvolvidos quatro protétipos em sistema ciclico e continuo.

4.41 Producao de biodiesel por batelada

Pode-se verificar por CCD que apds a reacgao de transesterificacdo por
batelada foi observado para os produtos da reacdo o mesmo Rf do padrado de

éster metilico (B) do 6leo de girassol (Figura 35).
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Figura 35 - Cromatograma de CCD das amostras em triplicata da reagao de
transesterificagéo por sistema batelada do 6leo de girassol, onde O- éleo de

girassol, B- ésteres metilicos (Biodiesel do 6leo de girassol).

A Figura 36 apresenta o grafico dos resultados obtidos por cromatografia
gasosa da reagao de transesterificagdo por sistema batelada do 6leo de girassol,
podendo observar que nos tempo de reagao de 6h para o experimento E7 (65°C,
20% enzima, 1:4 Odleo/alcool, sem a presenga de agua) e 18 h para os
experimentos E3 (55°C, 20% enzima, 1:10 dleo/alcool, sem a presenca de agua)
e E1 (55°C, 5% enzima, 1:4 dleo/alcool, sem a presenga de agua) obteve-se um

alto grau de converséo.
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Figura 36 - Grau de conversao do 6leo de girassol em biodiesel por biocatalise.

Quanto a transformacdo do o6leo em ésteres metilicos foram possiveis
conversdes superiores a 80% em tempos de reacao de até 24h. As curvas
construidas no gréafico da Figura 37 apresentam os resultados que indicam que

desde o inicio da reagao ocorre uma alta taxa de conversao.
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Figura 37 - Conversao do 6leo de girassol por etandlise enzimatica por batelada.

Como padréao foi utilizado o dleo transesterificado por catalise basica

empregando como catalisador o BF3-metanol. Através do resultado das analises
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por CG-EM pode-se observar que os picos presentes na mistura de ésteres
etilicos do B100 obtido por catalise quimica também estavam nos produtos das
reacdes de etandlise enzimatica. A conversdo dos Oleos em ésteres etilicos por
sistema de batelada foram parciais. Observou-se que apés 4 h de reacado por
batelada houve uma redugao do percentual de conversdo, que aumentou apos
16h. Com a redugdo do solvente organico no meio reacional a conversédo foi
menor do que a observada em experimentos anteriores ja realizados com 40 mL

13Erro! Indicador ndo definido. No entanto. estes

de hexano e até 24h de reacado
resultados sdo importantes para que os estudos sejam direcionados a otimizagao

de outras variaveis como sistema de agitacédo e tempo de reacéo superior a 24 h.

4.4.2 Producao de Biodiesel por Sistema Semi-continuo Ciclico e Continuo

A seguir sdo apresentados os resultados da transesterificagdo empregando
quatro protétipos diferentes:

Protétipo 1 — Ciclico, Semi-continuo, transesterificagcdo metilica, solvente

organico.

Protétipo 2 — Ciclico, Semi-continuo, transesterificagcdo metilica, solvente

organico, com pequenas alteragdes em relagdo ao protétipo 1.

Protétipo 3 - Ciclico, Semi-continuo, transesterificacao etilica, solvente

organico.

Protétipo 4 — Continuo, transesterificagao etilica.

4.4.2.1 Protétipo 1 e Protétipo 2

Foi possivel verificar que esses modelos de reatores semi-continuos
apresentaram um potencial para a producao do biodiesel, porém a reagao de
transesterificacdo enzimatica ocorreu de forma parcial. Por esse motivo deu-se
continuidade na pesquisa de outros modelos de reatores buscando uma melhor
conversao da reacgao.

Como resultado obtido destaca-se a obtencdo de um material facilmente
separado do biocatalisador. E as amostras foram analisadas inicialmente por

CCD, observando-se que todas as conversdes foram parciais. Estas amostras
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foram analisadas por espectroscopia no infravermelho conforme Figura 38B, onde
se observa a existéncia dos grupamentos funcionais diferentes dos que ha no
Oleo de girassol de partida Figura 38A. No 6leo de partida observaram-se as
bandas caracteristicas dos triacilgliceréis derivados do acido linoléico, que
compdéem cerca de 65 % do Oleo de girassol, principalmente referente aos
grupamentos éster e da ligacéo dupla e nos produtos observaram-se as bandas
caracteristicas as ligagdes C-O de ésteres metilicos formados em 1000 a 1400
cm™' com uma diferenciagdo em 1029 cm™.

A descricdo completa das principais bandas obtidas no espectro de

infravermelho (Figuras 38 A e B) esta apresentada na Tabela 8.

Figura 38 - Espectro no infravermelho de 6leo de girassol (A) e éster metilico do

oleo de girassol (B).

O resultado obtido na analise por cromatografia gasosa do protétipo 1 esta
demonstrado no cromatograma conforme Figura 39, onde os picos presentes na
amostra de biodiesel produzido s&do os mesmos da mistura de ésteres metilicos
padrao. O produto obtido na reacao apresentou as mesmas caracteristicas do

padrao analisado evidenciando a formacao dos produtos esperados.
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Tabela 8 - Descricdo das bandas do infravermelho do 6leo puro e biodiesel.

Oleo Biodiesel
Especificacdo Sinal (cm™) - Sinal (cm™) —
intensidade intensidade
v-CH, assimétrico 3008- forte 3009- forte
v-CH, simétrico 2922-forte 2920-forte
v-C-H 2853-fraca 2853-fraca
v-C=0 1743-forte 1743-forte
8-CH, 1464-média 1458-média
v-C=C 1655-fraca 1654-fraca
- - 1029-forte
Ester C-O assimétrico 1237-média 1238-média
Ester C-O simétrico 1098-média 1097-média
8—CHa(Rock) 722-média 722-média
6-CH3 1377-fraca 1378-fraca
Are?.OOE)%%OOO 000) p_—
0.755
050 7 C18:2
025; C16:0
b C18:0
0'0010‘.0 125 15.0 175 200 Uzz.s 20 275 300 ‘32‘.5t
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Figura 39 - Cromatograma ion total do produto de reagao de transesterificagao

do sistema semi-continuo - Protétipo 1.

Conforme resultados da CCD das amostras do protétipo 1 apresentados na
Figura 40, de 4 horas, 6 horas e 9 horas de reacdo respectivamente, pode-se
verificar que as amostras apresentaram as mesmas caracteristicas do padrao

porém todas as conversdes foram parciais.
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Figura 40 - Cromatograma de CCD das amostras de reagéo de transesterificagao
por sistema semi-continuo enzimatico realizado com Protoétipo 1, onde O- éleo

de girassol, B- ésteres (Biodiesel do 6leo de girassol).
Da mesma forma, o resultado obtido na CCD do protétipo 2 esta

demonstrado na Figura 41, onde as amostras coletadas em 6, 8, 12 e 16 horas de

reacdo, apresentam conversdes parcias.

0 B 6H 8H 0 B 12H 16H

Figura 41 - Cromatograma de CCD das amostras de reagao de transesterificagao

por sistema semi-continuo enzimatico realizado com Protétipo 2, onde O- dleo

de girassol, B- ésteres (Biodiesel do 6leo de girassol).
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Em funcéo da analise dos resultados da cromatografia em camada delgada
nao terem sido satisfatorios, ndo foi dado segmento para as andlises em

cromatografia gasosa.

4.4.2.2 Protétipo 3

No processo semi-continuo de reagao de transesterificagdo enzimatica
utilizando o reator de vidro (Protétipo 3), além de todos os equipamentos ja
utilizados nos modelos anteriores, foi necessario também o uso de uma bomba de
ar para agitacao do biocatalisador sendo esta de fundamental importancia, pois
nos protdtipos anteriores um dos problemas enfrentados era a agitagao
magnética que quebrava o suporte da enzima imobilizada em resina acrilica.
Utilizou-se também uma bomba de aquario mergulhada no banho termostatizado
para manter o reator aquecido a 55 °C.

Conforme resultados da CCD das amostras do protétipo 3 apresentados na
Figura 42, de 4 horas, 9 horas, 14 horas e 24 horas de reacdo respectivamente,
pode-se verificar que as amostras iniciais quase nao sofreram conversoes e as
amostras de 14 e 24 horas, apresentaram conversdes parciais.

Este protétipo nao foi muito promissor para a reacado de transesterificacao
enzimatica em sistema continuo, pois nao obtivemos conversdes satisfatérias,
visto que, havia a necessidade de uma grande quantidade de lipase, o que nao
poderiamos dispensar nestes testes, devido a indisponibilidade e dificuldade de
compra da mesma. Além disso, o reator estudado necessitava de uma grande
quantidade de solvente organico (hexano) para homogeneizagao.

A adicdo de hexano néo era desejada na pesquisa porque além de deixar
o0 método menos sustentavel, também poderia desnaturar a enzima.

Apesar de nao ter sido dado continuidade aos estudos com este reator,
salienta-se que ele, podera no futuro ser testado com maior quantidade de lipase
e etanol e menor volume de hexano, uma vez que, este modelo apresenta uma

boa agitacao da lipase.
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Figura 42 - Cromatograma de CCD das amostras de reagao de transesterificagao
por sistema semi-continuo enzimatico realizado com Protétipo 3, onde O- dleo

de girassol, B- ésteres (Biodiesel do 6leo de girassol).

4.4.2.3 Protétipo 4

Com este prototipo 4 os resultados foram mais satisfatérios empregando o
etanol como unico solvente. Foi possivel verificar que o modelo do reator de aco
inoxidavel, com a enzima empacotada apresentou um bom potencial para a
producao do biodiesel, ocorrendo conversao total do éleo de girassol em ésteres
etilicos.

O fluxo dos substratos passando pela coluna foi um dos fatores otimizados.
Inicialmente avaliou-se diferentes fluxos com base nas faixas permitidas para
bomba empregada no processo. Neste estudo verificou-se que a reagédo deveria
ser conduzida na menor velocidade permitida pela bomba peristaltica utilizada, de
6 mLh".

O produto obtido da reacao de transesterificacdo foi um material facilmente
separado do biocatalisador, sendo que o glicerol, co-produto da reacao, foi

separado por decantagéo no reservatério final.
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As amostras do sistema continuo com um reator foram analisadas
inicialmente por CCD conforme Figura 43, observando-se que as conversdes
foram totais até 16 horas de reacgao, e o restante parcial até completar 24 horas.
Este resultado se deve ao pouco tempo de contato entre a enzima e o substrato,
por este motivo, no préximo experimento ja utilizamos 2 reatores no sistema.

Pesquisadores obtiveram resultados satisfatérios da conversdo enzimatica
do Oleo de girassol ao biodiesel em um sistema livre de solvente utilizando a
lipase imobilizada comercial da Candida antarctica (Novozym® 435) para
sintetizar o biodiesel do éleo de girassol. As circunstancias o6timas para o
transesterificagdo foram encontradas: 45 °C, 3% da enzima baseada no peso do
Oleo, proporgao molar 3:1 metanol e 6leo e sem agua adicionada no sistema. Sob
estas circunstancias, > 99% da conversdo do 6leo ao éster metilico de acido
graxo foi conseguido apds 50 h da reagédo, mas a atividade da lipase imobilizada
foi diminuindo *°.

A fim de melhorar a estabilidade das enzimas, Ognjanovic e
colaboradores® utilizaram acetato de metila ao invés do metanol, tendo como
resultado uma alta converséo de 6leo em éster metilico de acido graxo (95,65%)
e 0 aumento de meia vida da lipase imobilizada em aproximadamente 20,1 vezes
em comparagao ao metanol. O reator de leito fixo utilizado por estes autores

operou por até 72 h com quase nenhuma perda na produtividade.
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Figura 43 - Cromatograma de CCD das amostras de reagéo de transesterificagao

por sistema continuo enzimatico realizado com 1 reator, onde O- 6leo de

girassol, B- ésteres (Biodiesel do 6leo de girassol).

As amostras do Sistema Continuo com 2 Reatores foram analisadas
inicialmente por CCD e posteriormente por CG, onde os resultados estdo
apresentados no grafico da Figura 44. Com a adigdo de mais um reator no
sistema, podemos observar que as conversdes totais duraram muito mais tempo,
72 horas, conforme demonstrado nos cromatogramas da Figura 44, o sistema
permaneceu ligado por 388 horas obtendo conversbées parciais. Durante a
realizagdo destes experimentos foram retiradas amostras em variados tempos,
para analise da conversao. As reagdes foram monitoradas por cromatografia em

camada delgada e cromatografia gasosa. O grafico das conversdes do sistema
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continuo enzimatico utilizando 2 reatores e 388 horas de reagdo estdo

apresentados na Figura 44.

0B 6H FH 8H

O0B1°G 2H 3H 0 B 4H 4,5H 5H 5,5H

O B 10H 12H 14H 16H 0 B 18H 20H 22H 24H 0 B 26H 28H 30H 32H

0 B 34H 36H 40H 44H 0 B 48H 5ZH 58H 0 B 60H 64H 68H 72H

continua...
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O B 76H 84H 32H 0 B 100H 108H 116H

0O B 216 240 248 256 254 OB 272 290 298 306 314
H H HHH H H HHH

o B 322H 340H 348H 356H 0 B 364H 372H 380H 333H

Figura 44 - Cromatograma de CCD das amostras de reagéo de transesterificagao
por sistema continuo enzimatico realizado com 2 reatores, onde O- 6leo de

girassol, B- ésteres (Biodiesel do 6leo de girassol).
Por CG-EM pode-se observar as conversdes obtidas com o protétipo 4

com dois reatores. A Figura 45, contendo o grafico com as conversdes obtidas até

350 h de reagao indica que a atividade da enzima foi reduzindo.
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Figura 45 - Grafico das Conversdes do Sistema Continuo Enzimatico utilizando 2

reatores.

Conforme o tempo utilizado para o escoamento da primeira gota no
sistema utilizando lipase nova, foi possivel determinar que em média um ciclo de
transesterificacdo neste sistema é de 75 min, o que nos leva a calcular o niumero
de ciclos que a enzima permanece ativa, sendo de 87 vezes e apds perder uma
parte da atividade, conforme observado em CCD, foi possivel verificar que ainda
ocorreram 224 ciclos, os quais podem ser utilizados com recirculacdo, desta
forma alcangando a conversdo maxima.

Este resultado demonstra que foi possivel a conversdo maxima
empregando o protétipo 4 , sem adicdo de hexano e com o emprego de etanol no
lugar de metanol, o mais utilizado para a produgéo de biodiesel.

Desta forma, o protétipo final foi otimizado em escala de bancada, sendo

ainda necessario a avaliacdo dos impactos ambientais associados ao seu uso.

4.5 Consumo de energia do sistema continuo

Conforme apresentado na Tabela 9 as medigdes do gasto energético
foram com todas as etapas do processo: aquecimento, reagao e rota-evaporagao.
Pode-se concluir que a energia gasta durante 24 horas de reacao foi de 416 W.
Assim, como o Protétipo 4 permaneceu ligado durante 388 horas, o gasto
energético foi de 161,05 kW.
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Tabela 9 - Gasto energético do Sistema Enzimatico Continuo em Bancada

Prototipo 4.
Etapas do Processo Equipamento Tempo (min) Consumo (W)
Chapa de
Pré-aquecimento aquecimento (banho 35 348
do sistema de 6leo) + Banho
termostatizado
Banho de d6leo
~ +banho
Reagdo termostatizado + 1440 68
bomba peristaltica
Rota-evaporacao Rotaevaporador + 30 396
(70°C) Banho termostatizado

O gréfico da Figura 46, apresenta o gasto energético das etapas de pré-
aquecimento e reagao do sistema enzimatico continuo do protétipo 4. Pode-se
observar que o sistema teve maior gasto de energia durante os primeiros 35
minutos, fase de pré-aquecimento. Apds, 0 consumo energético manteve-se
constante, no entanto houve um aumento no momento em que a chapa de
aquecimento religava. Estes resultados no futuro poderdo ser comparados em

escala piloto com os resultados também em escala piloto empregando catélise

quimica.
Gasto Energético
800
700
%600
2 500
E 400 A
T
§ 300
£ 200 ““L
PO I 1 e (W 1 LU I
SRR iIEninh YOO
1 16 31 46 61 76 91 106 121 136 151 166 181 196 211 226 241 256 271 286 301
Tempo (min)

Figura 46 - Grafico do gasto energético do Sistema Enzimatico Continuo em

Bancada Protétipo 4.
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4.6 Avaliagao do processo utilizando Planilha de Leopold

O processo continuo de produgao de biodiesel utilizando dois reatores (Protétipo
4), oleo de girassol, etanol e como biocatalisador a lipase Novozym 435, foi
avaliado quanto aos impactos ambientais identificados a partir da Matriz de
Interagédo de Leopold, como mostra a Tabela 10.

Nesta planilha podem ser observadas no eixo horizontal as caracteristicas
ambientais relativas ao meio fisico, bidtico e antrépico enquanto que no eixo
vertical podem ser percebidas as etapas do processo e as respectivas atividades
impactantes. Na Matriz de Interagdo foram identificadas 15 ag¢des de impacto,
sendo que as mesmas foram multiplicadas por 13 fatores ambientais resultando
em 195 possiveis relagdes de impacto, sendo destes, identificados 57.

Com outros sistemas, empregando catalise quimica e metanol, tem-se um
caminho que emprega reagentes de fonte ndo renovavel. Estes reagentes sao de
fonte renovavel e portanto, grande parte dos impactos relacionados a eles na
producao de biodiesel, identificados por Kaercher % foram reduzidos no prototipo
4.

Comparativamente ao encontrado por Kaercher o1

, Observa-se que o
emprego de processo enzimatico, conforme o protétipo 4 desenvolvido neste
trabalho, reduz em 42 % as relagdes de impacto totais, € em 83% a reducao de
impactos identificados. Destas relagdes que permanecem apenas 19% séao direta
e 81% indireta, 16% dos impactos sao positivos e 84% negativos, apenas 12%
séo locais e 88% regionais, 9% dos impactos sdo a médio prazo, 35% sao a curto
prazo e 56% sdo a longo prazo, 35% sao impactos ciclicos e 65% sao
temporarios, ndo tendo nenhum impacto permanente, como mostra a Figura 47.
Para reducdo dos impactos do protétipo otimizado para producédo de
biodiesel ainda s&o necessarios alguns ajustes quanto a consumo de energia
como foi visto anteriormente. Os impactos remanescentes sao dificeis de serem
completamente suprimidos do processo, uma vez que muitos deles ja sao
hipotéticos. Isto significa que os impactos sdo previstos como aqueles que sao
inevitaveis e aqueles que podem acontecer, dependendo do manuseio do

material.
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Sabendo que estes impactos podem ou ndo acontecer, cabe aos
operadores terem cuidado e desta forma a interacdo deste processo produtivo
com o ambiente torna-se muito pequeno. Ainda fica o impacto do consumo de
energia, o qual ndo é possivel evitar, no entanto existem alternativas para reduzi-
lo visando a sustentabilidade energética da mesma. Um exemplo é a
implementacdo de uma estagdo de energia obtida através da aquisicdo de um
gerador, utilizando como combustivel o biodiesel ao invés do diesel de petréleo

ou outras formas de energia nao renovaveis.
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Tabela 10 -

Planilha de interagdo de Leopold obtida a partir da produgao de biodiesel por sistema continuo (Protétipo 4) utilizando

como matéria-prima o éleo de girassol e etanol e como catalisador a lipase Novozym 435.

CARACTERISTICAS AMBIENTAIS RELEVANTES

Meio Fisico I!II'e!o Meio Antrépico
Biético
A Recurso | Recurso | Flora/
r i iy _
Hidrico Edafico Fauna = g o ©
© i = c
o @ " ° 8 5|l o s g _ o i
Etapas Atividades Impactantes S o o o © - s o o ° ET £ 5
2| & S | g 2| 8 || £ | T | 8 |35 | ¢ 8
[<} Q © ] O & P 7} o [} = S 0 o =
@ S £ &0 ] £ w c T 3 2D s o
8 s £ £70 S0 ? s 3 3 4 s e}
F] ® 8 gE® g9 Q c = ] [ o ®
2 4 £ K EZ2 8 = 3 a 3
b g 8 g a [a] (¢} <]
& o o
Recepgdo das Recepgéo/Uso Etanol - NDLCTV | NILCTV | NILOTV | NILOTV | PIRMTV | - | PILMTV - - PIRMTV - -
Materias-Primas Recepgéo Oleo - - NILCTV | NILOTV | NILOTV | PIRCTV | - | PILMTV - - PIRMTV - -
Preparagéo do | Quantificagéo do Etanol - NDLOTV | NILCTV | NILOTV | NILOTV - - - - - - - PDLCTV
Processo da
Matéria-Prima | Carregamento do Oleo - - NILCTV | NILOTV | NILOTV - - - - - - - -
Reacao de Fuga de Vap.de Etanol - NDLCTV - - - - - - - - - -
transesterificagao | \/azam. Mat.da Reagéo - - NILCTV | NILCTV - - - - - - - -
Retirada / Derrame de Glicerol - - NILOTV | NILOTV | NILOTV - - - NILOTV | NILOTV - NILCTV -
Armazena-gem
Glicerol Liber.de Vap.de Etanol - NDLCTV - - - - - - - - - - -
Recuperagéo do | Derrame de Etanol - NDLCTV | NILOTV | NILOTV - - - - - - - -
Alcool Liber.de Vap.de Etanol - |'noLcTv - - - - - - - - - - -
Armazenagem 8
dos Esteres Derrame de Esteres - - NILOTV | NILOTV | NILOTV - - - NILOTV | NILOTV - - -
Derrame de Esteres - - NILOTV | NILOTV | NILOTV - - - NILOTV | NILOTV - NILCTV -
Destinaca Derrame de Glicerol - - NILOTV | NILOTV | NILOTV - - - NILOTV | NILOTV - NILCTV -
estinacéo
Transporte Glicerol - - NDRCTV | NDRCTV | NIROTV | PDLCTV | - - - - PDLCTV - -
Descarte da enzima - - - - - - - - - - - - -

LEGENDA: P - positivo; N - negativo; D - direto; | - indireto; L - local; R - regional; E - estratégico; C - curto prazo; M - médio prazo; O - longo prazo;

T - temporario; Y - ciclico; A - permanente; V - reversivel; S - irreversivel.
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Figura 47 - Gréfico dos Impactos Ambientais do protétipo 4 de produgao de biodiesel por transesterificagdo enzimatica continua.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

Destaca-se que a transformagado enzimatica (transesterificagdo), diferente
da transformacgao por catalise quimica, contribui para minimizagéo da geragéo de
residuos e aumento o potencial de reaproveitamento em novas reacdes, além de
contribuir para producdo de substancias de fontes renovaveis que possam
substituir derivados do petréleo. Na comparagao da transesterificacdo enzimatica
com a quimica, observa-se que a reagcao com catalise basica, mais classica,
realizada anteriormente pelo grupo de pesquisa, apresenta um excelente grau de
conversao, no entanto, a catalise enzimatica € promissora por ser uma tecnologia
limpa.

As enzimas testadas foram na sua maioria muito eficientes, ocorrendo
variagbes nas atividades de cada uma, devido a mudanga no substrato das
reacbes e as caracteristicas particulares de cada uma. Destaca-se 0 uso da
Novozym 435, como lipase biocatalisadora nos sistemas continuos, sendo uma
alternativa de extrema importancia, pois aumenta assim a possibilidade de
reaproveitamento deste biocatalisador em pesquisas futuras.

A imobilizagdo de enzimas em hidrogel podera ser uma possivel alternativa
para a producdo de biodiesel por processo enzimatico, sendo que apresentou
resultados satisfatérios, principalmente com 24 horas de reacao e com adicéo de
metanol na solugdo de imobilizagdo. Com os hidrogéis desidratados também é
possivel o emprego na producéo de biodiesel, pois se elimina a d4gua adicionada
no meio reacional e pode-se no futuro usar este método de imobilizacido
associado ao prototipo otimizado para sistema continuo, com dois reatores em
coluna.

No protétipo 4, o sistema foi o mais eficiente e com ele, a lipase
imobilizada manteve-se ativa por mais tempo. O processo continuo de reagao de
transesterificacdo enzimatica, foi realizado utilizando apenas etanol e d6leo de
girassol como substrato da reacdo, evitando a presenca de um solvente organico
como o hexano, a reacao foi realizada adicionando 1g de lipase Candida
antarctica B (Novozym ® 435) no reator de aco pré-aquecida a 55 °C na estufa

por 1 hora para sua ativagado. Foi utilizado inicialmente 20g de 6leo de girassol e



80 mL de etanol, sendo que o reservatério foi realimentado sempre que
necessario. As temperaturas do banho de d6leo e da agua mantiveram-se
constante em 55 °C.

Avaliando os impactos ambientais do emprego de transesterificagéo
enzimatica com o protétipo 4 constatou-se que foi possivel obter um processo de
producdo de biodiesel mais limpo que o obtido por métodos quimicos

convencionais.

6 Trabalhos Futuros

A pesquisa realizada esteve focada em otimizar um sistema continuo para

producdo de biodiesel em bancada. Para dar continuidade sugere-se:

- Estudo do reaproveitamento da enzima.
- Sistema continuo enzimatico em escala piloto.
- Aplicacao da lipase imobilizada em hidrogel no sistema continuo otimizado.

- Uso das outras enzimas para producao de biodiesel.
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ANEXO A - Curvas analiticas de cada éster identificado nas amostras
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ANEXO B - Registro fotografico da producdao de biodiesel de o6leo de

girassol produzido em sistema semi-continuo ciclico (Protétipo 1).
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ANEXO C - Registro fotografico da producdao de biodiesel de o6leo de

girassol produzido em sistema semi-continuo ciclico (Protoétipo 2).
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ANEXO D - Registro fotografico da producido de biodiesel de dleo

girassol produzido em sistema semi-continuo ciclico (Protoétipo 3).
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ANEXO E - Registro fotografico da produgdo de biodiesel de d6leo de

girassol produzido em sistema continuo 1 Reator (Protétipo 4).

Registro fotografico da producéao de biodiesel de 6leo de girassol produzido

em sistema continuo 2 Reator (Protétipo 4).
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ANEXO F - Registro Fotografico do Reator do Protétipo 4.
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ANEXO G - Procedimento do teste indice de iodo — Método Oficial E™' 'ndicador

néo definido.

Primeiramente fez-se o preparo da solucao de tiossulfato, foi realizada com
a dissolucao de 24,9 g de tiossulfato de sodio pentahidratado (Nuclear®) e 0,2 g
de carbonato de sodio anidro (Nuclear®) em 1L de agua previamente fervido.
Deixou-se decantar por 24h e entdo a solugcao foi padronizada. A padronizacao
da solucéao de tiossulfato, foi realizada com a adigdo de aproximadamente 200 mg
de dicromato de potassio (Synth®) em um recipiente de 500 mL em 25 mL de
agua deionizada, 5 mL de acido cloridrico (Vetec®) concentrado e 20 mL de
solugcédo de iodeto de potassio (Nuclear®) 10%. Agitou-se a solugéo por alguns
instantes e deixou-se em repousou por 5 min e entdo se adicionou 100mL de
agua.

Fez-se entado a titulagdo com a solucdo de tiossulfato de sddio (Vetec®)
até que a cor amarela desapareceu. Apds adicionou-se 2 mL de solucdo de
indicador de amido 1% e deu-se continuidade a titulacdo até que a cor azul
desapareceu. O volume gasto de titulante foi utilizado no calculo da concentragao
molar.

Para o preparo da solugédo de iodeto de potassio a 10 %, pesou-se 100 g
de iodeto de potassio e transferiu-se para um baldo de 1000 mL e completando
até o menisco com agua deionizada.

Para o preparo da solugdo aquosa de amido 1 %, pesou-se 1 g de amido
soluvel e em seguida adicionou-se um volume de agua deionizada suficiente para
formar uma pasta, logo apés adicionou-se em um baldo de 100 mL e completou-
se com agua deionizada previamente fervida.

Para a realizacido do teste de iodo, inicialmente pesou-se cerca de 0,20 g
de amostra, adicionou-se 15 mL de solu¢cdo de acido acético/ciclohexano 1:1
(v/v). Pipetou-se 25 mL de solugdo de wijs (Synth®) para dentro do frasco
contendo a amostra, sendo este fechado imediatamente. O erlenmeyer ficou ao
abrigo da luz por 1 h, apds adicionou-se 20 mL de solu¢do de iodeto de potassio
a 10 % e 150 mL de agua deionizada. Titulou-se com a solugéo de tiossulfato de

sédio previamente padronizada, adicionando-a lentamente até obter uma cor
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laranja. Entdo se adicionou 2mL de solu¢do aquosa de amido 1 % e continuou-se
a titulacao até o desaparecimento da coloracao azul.

Para aplicacdo da equacao (Equacao 2) foram anotados os valores gastos
na titulagdo da amostra e do branco. O indice de iodo € expresso em gramas de

iodo absorvido por 100 g de amostra.

indice de iodo = (B-A) x N x 12,69/M Equagéo 2

Onde:

B= volume gasto na titulagdo do branco
A= volume gasto na titulagdo da amostra
N= normalidade da solugao de tiossulfato.

M= massa da amostra em gramas.

111

Deseentacio de Mestrade em Tecuologia mbicntal — Warceli Ceolin



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas



http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_1/administracao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_2/agronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_3/arquitetura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_4/artes/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_5/astronomia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_6/biologia_geral/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_8/ciencia_da_computacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_9/ciencia_da_informacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_7/ciencia_politica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_10/ciencias_da_saude/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_11/comunicacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_12/conselho_nacional_de_educacao_-_cne/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_13/defesa_civil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_14/direito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_15/direitos_humanos/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_16/economia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_17/economia_domestica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_18/educacao/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_19/educacao_-_transito/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_20/educacao_fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_21/engenharia_aeroespacial/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_22/farmacia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_23/filosofia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_24/fisica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_25/geociencias/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_26/geografia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_27/historia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_31/linguas/1

Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

