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RESUMO

RICO, A. L. L. R. Producéo enzimatica de biodiesel etilico em reator de leito fixo e
regime de fluxo continuo utilizando células integras de Mucor circinelloides
imobilizadas em espuma de poliuretano. 2014. 97 p. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) - Escola de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2015.

O biodiesel, que possui grande potencial para substituicdo do diesel tradicional na matriz
energética, € amplamente estudado pela rota enzimatica, cujo biocatalisador pode ser usado
de duas formas principais: extra e intracelular. A forma intracelular é considerada mais
vantajosa por evitar processos complexos de isolamento, purificacdo e imobilizacéo,
diminuindo o custo efetivo das enzimas. O custo enzimatico também pode ser reduzido
pela imobilizacdo em suporte adequado. Com base neste contexto, este trabalho teve como
objetivo sintetizar e caracterizar espumas de poliuretano utilizando diferentes formulacdes
e verificar a influéncia das variaveis temperatura, pH, tempo de cultivo e quantidade
massica de suporte no crescimento de biomassa microbiana in situ de Mucor circinelloides
URM 4182 nas espumas de poliuretano sintetizadas, visando a aplicacdo em processo ndo
continuo e continuo de producdo de biodiesel etilico a partir do 6leo de babagu. Definidas
as melhores condicGes de cultivo, o trabalho teve como foco a otimizagdo dos parametros
de producdo em sistema continuo e reator de leito fixo: tempo espacial e razdo molar
6leo:alcool. Na primeira etapa de trabalho, a biomassa imobilizada em pH 5,5 a 35 °C em
96 h e com 100 cubos de suporte EPU3 foi a que apresentou resultados de conversdo mais
elevados no sistema ndo continuo (98%). Esta condicdo foi utilizada para definir os
pardmetros da producdo de biodiesel em reator de leito fixo e regime de fluxo continuo.
Inicialmente utilizou-se um reator com 44 mm de didmetro e 56 mm de altura. Com este
reator o melhor resultado em termos de rendimento foi da ordem de 64 + 1,66 % obtido
com um tempo espacial de 86 h e razdo molar Gleo:lcool de 1:6 com 120 cubos de
biomassa imobilizada. Outras geometrias de suporte foram analisadas, mas o formato
clbico foi o mais estdvel, mantendo o rendimento durante o periodo analisado,
apresentando uma perda de biomassa de 2% e produtividade de 5,68 + 0,15 Mg sster G meio
hl. Visando aumentar o rendimento e a produtividade do sistema continuo, utilizou-se uma
segunda configuracdo de reator com 30 mm de diametro e 420 mm de altura. Utilizando os
pardmetros ja definidos e a nova configuracdo de reator, obteve-se um rendimento médio
de 86 + 3,53 % a partir do primeiro tempo espacial. A reacdo foi conduzida por um periodo
maximo de 30 dias. O resultado apresentado em termos de produtividade foi de 7,57 + 0,31
Mg ester G meio N € @ perda da biomassa de 44,55 + 2,40 %. Os resultados de rendimento e
produtividade apresentados pelo reator de razio diametro:altura de 1:14 foram superiores
aos do primeiro reator utilizado que possuia essa razdo de 1:1,3. Todavia, grande perda de
biomassa foi observada. De forma geral, os resultados encontrados foram promissores para
a utilizacdo das células integras de Mucor circinelloides imobilizadas em espuma de
poliuretano EPU3 para producdo de biodiesel em reator de leito fixo operando em fluxo
continuo. Alguns ajustes ainda sdo necessarios, como reduzir a vazdo de alimentacdo
inicial para estabilizacdo do leito, visando uma menor perda de biomassa para obtencdo de
resultados ainda mais relevantes.

Palavras-chave: Células integras, Imobilizacdo, Biodiesel etilico, Lipase, Poliuretano.



ABSTRACT

RICO, A. L. L. R. Enzymatic production of ethyl biodiesel in a packed-bed continuous
flow reactor using Mucor circinelloides whole-cell immobilized in polyurethane foam
as biocatalyst. 2014. 97 p. Dissertation (Master in Science) — Escola de Engenharia de
Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2015.

Biodiesel has a great potential to replace traditional diesel in the energy matrix and has
been widely studied by enzymatic route, whose biocatalyst can be used in two main forms:
extra and intracellular. The intracellular is considered more advantageous to avoid complex
processes of isolation, purification and immobilization, reducing the effective cost of the
enzymes which can also be reduced by immobilization of such biocatalysts on suitable
matrix. This study aimed the synthesis and characterization of polyurethanes foams with
different recipes and to verify the influence of the variables temperature, pH, cultivation
time and mass amount of support in the growth in situ of Mucor circinelloides URM 4182
microbial biomass in the synthetized polyurethane foams, for application in non-
continuous and continuous production process of ethyl biodiesel from babassu oil. After
the best growing conditions were defined, the focuses of this work changed to the
optimization of the parameters of continuous production system in a fixed bed reactor:
space time and molar ratio oil: alcohol. In the first stage of the work, the biomass
immobilization in 100 cubes of support EPU3 at pH 5.5 and 35 °C in a period of 96h
showed the highest conversion results in non-continuous system (98%). This condition was
used to define the parameters of biodiesel production in a continuous flow fixed bed
reactor. Initially, a 45 mm diameter and 55 mm height reactor was used. The best yield
result with this reactor was approximately 64 + 1.66% with a space-time of 86 h and the
molar ratio oil: alcohol of 16 with 120 cubes of immobilized biomass. Different
geometries of support were also analyzed, but the cuboid was the most stable, maintaining
stable during the period analyzed, with a loss of 2% of biomass and productivity of 5.68 +
0.15 mg ester. g* medium. h*. In order to increase the yield and productivity in the
continuous system, we used a second configuration of reactor: 30 mm in diameter and 420
mm height. It was obtained an average yield of 86 + 3.53% from the first residence time
using the parameters defined and the new configuration of the reactor. The reaction was
carried for a period of 30 days. The productivity of was 7.57 + 0.31 mg ester g'* medium.
h! and the biomass loss 44.55 + 2.40%. The vield and productivity results presented with
the second reactor, which diameter:height ratio was 1:14 was higher than that used in the
first reactor which the diameter:height ratio was 1:1.3. However, great loss of biomass was
observed. Owerall, the results were promising for the use of whole cells of Mucor
circinelloides immobilized in polyurethane foam EPU3 for biodiesel production in fixed
bed reactor operating in continuous flow. Some adjustments are still needed, as the
reduction the initial flow feed to stabilize the bed, in order to decrease biomass loss.

Key-words: Whole cells, Immobilization, Ethyl biodiesel, Lipase, Polyurethane.
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1. INTRODUCAO

O esgotamento das reservas € 0 constante aumento do preco dos combustiveis
fosseis, associados com a degradacdo do meio ambiente, consistem em um grande
problema para a humanidade. Mantendo-se a demanda atual, estima-se que as reservas de
6leo e gas se esgotardo dentro de 41 e 63 anos respectivamente (BISEN et al., 2010;
SHAHID; JAMAL, 2012; HWANG et al.,, 2014). Alem disso, os produtos a base de
petroleo sdo uma das principais causas antropogénicas de emissdo de dioxido de carbono
(CO,) para a atmosfera (BALAT; BALAT, 2010).

Dentre as emissdes de CO, provenientes da atividade humana encontra-se o setor de
transportes, responsavel por um quinto das emissdes globais do gas, 0 que representa cerca
de 60% do consumo mundial de petroleo. Segundo projecdes, em 2050 esses nUmeros
serdo ainda maiores, uma vez que o0 ndmero de carros e caminhGes leves nas estradas
deverd ultrapassar o dobro dos 806 milhGes de 2007 atingindo cerca de 2 bilhdes, causando
mudancas drasticas no clima, afetando a estabilidade dos ecossistemas e as reservas de
petréleo. Dessa forma, pesquisas cientificas voltadas para a descoberta de novas fontes de
energia ganharam foco, sobretudo para o desenvolvimento de combustiveis alternativos
(BALAT; BALAT, 2010).

Nesse contexto, se destacam o0s bicombustiveis por serem ambientalmente
favoraveis se comparados aos derivados de petrleo notadamente em relacdo as
propriedades de combustdo, biodegradabilidade, toxidade e emissdo de gases poluentes
(PARAWIRA, 2009). Nos dultimos anos, muitos estudos tem investigado a viabilidade
econbmica e o impactos ambiental dos bicombustiveis, especialmente do bioetanol, biogas,
biodiesel e biohidrogénio (BALAT, 2011).

O biodiesel é produzido industrialmente atraves da transesterificagdo de Oleos
vegetais pela rota quimica (alcodlise) usando catalisadores homogéneos (acidos ou
bésicos) que promovem a clivagem das moléculas de triglicerideos gerando uma mistura
de acidos graxos e glicerol. Apesar do elevado rendimento obtido por esta via, este
processo apresenta desvantagens e limitagbes: o catalisador utilizado tem que ser separado
do produto, é necessario 0 tratamento das aguas residuais e os acidos graxos livres bem
como a agua, interferem na reacdo. Para superar estes inconvenientes, tentativas vem sendo
propostas para desenvolver um processo enzimatico utilizando lipase (extra ou intracelular)
como biocatalisador. Uma vantagem consideravel oferecida por esse método é a

eliminacdo de parte dos processos de separacdo do produto formado. Entretanto, muitas
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aplicagbes dessas lipases ainda encontram entraves provocados pela baixa produtividade
do processo biocatalitico (baixo rendimento do produto — biodiesel) e pelo alto custo de
producdo do biocatalisador, consequéncia da necessidade de procedimentos complexos
para a purificacdo das enzimas (BAN et al., 2002, YOSHIDA et al., 2012).

Portanto, o uso direto de células integras contendo lipases intracelulares, desperta
interesse pela sua potencial utilizacdo na biotecnologia devido a processos simples de
producdo e imobilizacdo celular, pois as células integras sdo imobilizadas em decorréncia
do seu crescimento natural (YOSHIDA et al., 2012). Resultados promissores com o uso de
celulas integras estdo sendo obtidos pelo Laboratério de Biocatalise da Escola de
Engenharia de Lorena — USP utilizando espumas de poliuretano (EPUs) na imobilizagdo da
biomassa de Mucor circinelloides 4182 empregando como matéria-prima Gleo de babacu e
etanol (ANDRADE et al., 2012; SOARES, 2012).

Embora o foco destes trabalhos tenha sido a utilizacdo de reatores operando em
regime de fluxo descontinuo para producdo em pequena escala, na pratica, 0S processos
que envolvem enzimas e células imobilizadas sdo preferivelmente operados em regime
continuo. Tal regime apresenta vantagens técnicas e econdmicas, como controle
automatico, facilidade de operacdo e controle de qualidade do produto, alta eficiéncia e
baixo custo. Reatores de leito fixo proporcionam ainda uma grande area superficial para a
reacdo e ndo tém a desvantagem das elevadas tensbes de cisalhamento devido a agitacdo
mecénica (HALIM et al., 2009; LEE et al., 2010; WANG et al., 2011; DORS et al., 2012).

A partir do exposto, o presente trabalho objetivou selecionar uma EPU com
caracteristicas semelhantes as utilizadas nos trabalhos ja desenvolvidos no Laboratério de
Biocatalise, para ser utilizada como BSP (Biomass Support Particles) na imobilizacdo de
ceélulas integras de Mucor circinelloides. Adicionalmente foram determinadas as melhores
condicdes de cultivo em termos de pH e temperatura bem como o tempo de cultivo e massa
de suporte para a imobilizagdo da biomassa. ApoOs a imobilizacdo na matriz de poliuretano
(EPU) a biomassa microbiana foi utilizada como biocatalisador na producéo de biodiesel
etilico utilizando 6leo de babacu, em reatores de leito fixo operando em fluxo descontinuo
e continuo. Na etapa de producdo de biodiesel por sistema continuo, o foco principal do
trabalho restringiu-se a melhoria das condicbes desse sistema operacional: tempo espacial
e razdo molar Oleo:alcool. Buscou-se ainda avaliar uma segunda configuracdo de reator,
variando a razdo geométrica diametro:altura, utilizando as condicGes 6timas pré-definidas

na etapa anterior.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Na revisdo bibliografica serdo abordados topicos importantes para a compreensao
da proposta deste trabalho. Serdo descritos a importancia mundial do biodiesel, a produgao
de biodiesel por transesterificagdo e a importincia da escolha da matéria prima e do agente
acilante. Em seguida, serd demonstrada a importancia do uso dos biocatalisadores
enzimaticos imobilizados com enfoque principal no uso das células itegras de fungos com
elevada atividade lipolitica. A revisdo enfoca ainda a importancia na escolha do tipo de
suporte para imobilizagdo e finaliza abordando os tipos de processos e reatores mais

utilizados para producdo de biodiesel

2.1. Biodiesel

Biodiesel ¢ o nome dado a misturas de ésteres metilicos e/ou etilicos de acidos
graxos (dezenas de espécies diferentes) obtidos através da transesterificacdo de
triglicerideos (TAGs) contidos em plantas oleaginosas.

Uma das grandes vantagens do biodiesel ¢ a capacidade de ser utilizado em motores
de ciclo diesel sem necessidade de adaptacdes como no caso do biogas ou do gas natural
Além disso, o biodiesel pode ser utilizado na sua forma pura, designada B100 ou na sua
forma de mistura como complemento ao diesel de petroleo (ANTCZAK et al, 2009;
CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

Considerando o cenario atual, no qual ¢ possivel estimar o esgotamento das
reservas de petréleo em menos de 50 anos, o contihuo aumento dos pregos, a demanda
destes combustiveis e a necessidade de reducdo das emissdes de didxido de carbono (CO»),
0 biodiesel se torna uma proposta interessante para substituicdo dos combustiveis fosseis
na matriz energética mundial (HWANG et al., 2014).

O Biodiesel pode ser produzido a partir de oleo vegetal, gordura animal e oOleos e
gorduras residuais e de um agente acilante. Considerando que a matéria-prima corresponde

a 70-80% do custo do biocombustivel, ¢ importante uma cuidadosa selecdo dos reagentes

que rdo compor o meio reacional (BALAT, BALAT, 2008; HWANG et al., 2014).

2.2. Matérias-primas empregadas na producio de biodiesel

2.2.1. Agente acilante

A reagdo de transesterificagdo ocorre na presenga de moléculas reativas chamadas

acil-aceptores (agente acilante), tais como alcodis e acetatos. Os alcoois que conferem altas
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conversdes sdao os alcodis ndo ramificados, com baixo impedimento estérico, tais como
metanol, etanol, propanol, butanol e alcool amilico, dos quais o metanol e o etanol sdo os
mais empregados na producdo de biodiesel (BRUNSCHWIG; MOUSSAVOU; BLIN,
2012).

Normalmente o biodiesel ¢ produzido utilizando metanol como reagente, pois este
alcool geralmente apresenta menor custo que o etanol e promove maior velocidade de
reacdo. Porém, o metanol apresenta algumas desvantagens de manuseio, colocando em
risco a saide e o meio ambiente por ser altamente toxico, inflamavel e apresentarem chama
mvisivel. Além disso, o metanol ¢ proveniente do petroleo bruto, o que resulta em um
biodiesel que ndo ¢ totalmente renovavel Dentro deste contexto, o etanol apresenta
vantagens sobre o metanol, por apresentar: consolidada producdo alcooleira no Brasil,
produz biodiesel com maior indice de cetano e maior lubricidade se comparado ao
biodiesel metilico, produz um combustivel 100% renovavel e que ndo apresenta riscos para
saide e para o meio ambiente e possui menor risco de incéndio (COSTA; OLIVEIRA,
2006; STAMENKOVIC; VELICKOVIC; VELIKOVIC, 2011; MATA et al. 2012).

Portanto, o etanol foi selecionado como agente acilante a ser utilizado no presente trabalho.
2.2.2. Matérias-primas lipidicas

A escolha da matéria-prima ¢ um fator de extrema importancia a ser considerado
em qualquer processo de producdo de biodiesel, visto que esta representa cerca de 70-80%
do custo total de producdo (HWANG et al., 2014).

Mais de 95% da matéria-prima lipidica empregada para a producdo de biodiesel
provém de o6leos vegetais comestiveis, devido a consolidada producdo mundial. Entretanto,
a competicdo com a cadeia alimenticia resulta na elevacdo dos precos do biocombustivel e
do oleo comestivel, gerando limitagdes no emprego desses Oleos na sintese. Para contornar
tais limitagdes, pesquisas tém sido direcionadas para a utilizacdo de dleos ndo comestiveis
(GUI; LEE; BHATIA, 2008; KANSEDO; LEE; BHATIA, 2009; LEUNG; WU; LEUNG,
2010; LI et al. 2012).

Entre os oleos ndo comestiveis se destaca o Oleo de babagu, devido aos vastos
babaguais espalhados ao sul da bacia amazonica, predominantemente nos estados do
Maranhdo, Piaui e Tocantins, cujo principal produto ¢ o 6leo da améndoa, constituindo
65% do peso (ALBIERO et al, 2007; BABACU, 2013). Dessa forma, esse Oleo se
enquadra entre os 12 tipos que apresentam maior produtividade em litro por hectare

produzido, como pode ser observado com a Tabela 2.1.
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Tabela 2.1. Produgdo de dleo de varias culturas de plantas oleaginosas.

Planta Litros de dleo / Planta Litros de éleo /
ha cultivado ha cultivado
Palma (dend€) 5710 Abacate 2530
Macatiba 4310 Castanha do Para 2290
Pequi 3580 Macadamia 2150
Buriti 3130 Pinhdo Manso 1810
Otticia 2870 Babagu 1760
Coco 2580 Jojoba 1740

Fonte: Adaptado de KURKI et al., 2010.

Com relacdo a producdo de biodiesel, o 6leo de babacu apresenta uma composi¢do
predominantemente laurica, o que ¢ excelente para produgdo de biodiesel, visto que os
¢ésteres lauricos sdo compostos de cadeias curtas que interagem de forma mais efetiva com
o agente acilante e com o biocatalisador. Dessa forma os produtos apresentam excelentes
caracteristicas fisico-quimicas (CARVALHO et al., 2013). Portanto, o 6leo de babagu foi

selecionado como oleo de partida para o presente trabalho.

2.3. Producao de biodiesel por transesterificacdo

A principal forma de obtengdo de biodiesel ocorre pela reagdo de transesterificacao,
na qual os triglicerideos (TAG) presentes na matéria-prima (6leo ou gordura) reagem com
os alcoois de cadeia curta formando ésteres metilicos ou etilicos de acidos graxos e glicerol
(SUAREZ et al., 2009). A reagdo ¢ reversivel e, portanto, o alcool é utilizado em excesso
visando direcionar o equilbrio da reacdo no sentido de forma¢do do produto
(PARAWIRA, 2009). A reagdo de transesterificacio pode ser representada pela equagdo
apresentada na Figura 2.1.

]
OCOR, R—0 O R, OH
-~ OCOR, + 3ROH =2~ R_0"Q"R, + | OH
OCOR, F%O/\Rg OH
Triglicerideo Alcool Esteres Glicerol

Figura 2.1. Esquema da reacdo de transesterificacao de triglicerideo e alcool.
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2.3.1. Transesterificacdo quimica e enzimdtica

O Dbiodiesel possui produgdo industrial tradicionalmente pela rota quimica,
utillizando catalisadores homogéneos acidos ou basicos. Embora seja um processo simples,
rapido e com alto rendimento, apresenta algumas desvantagens e limitagdes. Na catalise
alcalna: os triglicerideos e o alcool precisam ser anidros para evitar a saponificacdo e
consequente emulsdo; o teor de acidez dos acidos graxos deve ser extremamente baixo
(<0,5%), pois alta acidez provoca a diminuicdo do rendimento. Na catalise 4cida: apesar do
alto rendimento, a reagdo ¢ lenta quando comparada com a catdlise alcalina; além disso,
este tipo de transesterificacdo acarreta em graves problemas ambientais e de corrosao.
(KNOTHE et al, 2006, PRAKASH; AULAKH, 2011; AULAKH; PRAKASH;
PRAKASH, 2013; SILVA et al., 2014).

Dessa forma, a rota enzimatica para producdo de biodiesel empregando lipases
como biocatalisador se destaca por possuir numeras vantagens, tais como alta eficiéncia e
seletividade, facilidade de remogdo do glicerol e purificacdo do produto, tolerancia a agua
presente no Oleo, menor consumo de energia e geragdo de quantidade baixa de residuos.
Entretanto, o custo das lipases e a baixa velocidade de reagdo ainda sdo as principais
dificuldades para a producao enzimatica de biodiesel (NARWAL; GUPTA, 2013; SILVA
et al.,2014).

2.4. Lipases como catalisadores para a producao de biodiesel

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases, EC 3.1.1.3) constittem o grupo de
biocatalisadores mais importantes para aplicagdes biotecnologicas, pois fazem parte da
famiia das hidrolases que atuam na cadeia éster carboxilico e ndo requerem nenhum co-
fator, sdo de baixo custo se comparadas a outras enzimas e atuam em uma ampla faixa de
pH e temperatura. Adicionalmente, catalisam eficientemente a reacdo de transesterificagdo
dos Oleos vegetais para producdo de biodiesel. Apesar de poderem ser obtidas de fontes
animais e vegetais, a maioria das lipases comerciais € de origem microbiana. (ROVEDA;
HEMKEMEIER; COLLA, 2010).

As lipases podem ser utilizadas como biocatalisador de duas formas: extracelular,
na qual as enzimas sdo recuperadas do meio de cultivo com subsequente purificacdo, e
mtracelular, na qual as enzimas permanecem no interior ou na parede das células em que
foram produzidas. A producdo de lipases intracelulares ganha destaque por evitar
processos complexos de isolamento, purificagdo e imobilizacdo, diminuindo o seu custo

efetivo. Lipases intracelulares sdo produzidas por fungos filamentosos, tais como Rhizopus
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oryzae, Mucor circinelloides, Mucor hiemalis, Mucor piriformis e Penicillium citrinum

(ANDRADE et al., 2012).

2.4.1. Fungos filamentosos produtores de lipases

Os fungos filamentosos sdo organismos amplamente conhecidos pela importancia
que representam na decomposicdo de matéria orgdnica, mas possuem também ampla
utilizagdo na industria para a producdo de alimentos, farmacos, intermediarios quimicos,
enzimas e materiais agroindustriais (PAPAGIANNI, 2004).

Esses micro-organismos se reproduzem através da esporulacdo, em que de um
unico esporo emergem “tubos” cilindricos com raio entre 1 a 10 um chamados de hifas. O
conjunto de hifas entrelagadas ¢ denominado micélio. Por meio desse ciclo de crescimento,
os fungos tendem a se fixarem em uma superficie e se imobilizam naturalmente por
adsor¢do. O processo inicia com a aderéncia dos esporos na superficie € esses esporos por
apresentarem um carater hidrofébico e um potencial de superficie negativo, acabam por
interagir com a superficie através de forgas -eletrostaticas (PAPAGIANNI, 2004;
TINDEMANS; KERN; MULDER, 2006; ROSCHE et al., 2009; PRIEGNITZ et al., 2012).

A Figura 2.2 apresenta um esquema do ciclo de crescimento do fungo. Pode ser
observado que apds os esporos se fixarem na superficie (a), o crescimento se inicia com o
alongamento do “tubo” germmativo (b) que cresce (¢) e se ramifica (d), levando a
propaga¢do do micro-organismo por toda superficie. Apos o ciclo completo de crescimento
o biofilme, j4 com uma complexa mistura de cé€lulas de diferentes fisiologias, entra na fase
de dispersdo (e) na qual ocorre o crescimento de hifas especializadas em reprodugdo, onde

ocorre a formagdo e a dispersao dos esporos (ROSCHE et al., 2009).

(a) Etapa de interacao

(b) Etapa de germinagdo
@ (c) Etapa de crescimento

Figura 2.2. Esquema do ciclo de crescimento de fungo.
Fonte: ROSCHE et al., 2009.
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2.4.1.1. Mucor circinelloides

Dentre os fungos filamentosos produtores de lipase se encontra a espécie Mucor
circinelloides. Essa espécie é formada por fungos fitopatogénicos (patogenos de plantas e
frutos), compostas por coldnias baixas e esparsas semelhantes ao algoddo, que atingem até
60 mm de di@dmetro. Possuem coloragdo marrom-amarelada e apresentam crescimento
rapido numa temperatura maxima de 37°C (20 mm ou mais em 7 dias). Entre 20-30°C
apresenta um 6timo crescimento, entre 10-15°C o crescimento e a esporulacdo se tornam
mais lentos e em 5°C o crescimento é extremamente lento e sem esporulacdo. Com relagéo
ao pH, apresentam crescimento em uma ampla faixa (3,0 a 8,0) e seus esporangios sao
formados a partir de hifas aéreas de esporéngia e cogumela esféricas que variam de 25 a 50
pgmm. Sao transparentes, eretos e ramificados. Com o tempo, a coldnia adquire coloracao
marrom escuro, devido a formacdo de esporangiosporos escuros (SCHIPPER, 1976; XIA
et al., 2011; ANDRADE, 2012).

Antczak et al. (2004) investigaram a producdo de lipase pelo fungo M.
circinelloides e descobriram que as suas lipases intracelulares possuiam atividade catalitica
superior a das lipases extracelulares, mesmo na forma imobilizada. Os autores atribuem
ainda a alta atividade das células do fungo ao arranjo espacial das lipases que seria
favorecido pela membrana celular, facilitando a ligacdo do substrato ao sitio catalitico da
lipase. Resultados similares foram reportados por Andrade (2012) e Galan-Garcia et al.
(2013).

2.4.2. Interferéncia de fatores extrinsecos da producio de células microbianas na

atividade catalitica e formacdo de biomassa fungica

E importante 0 estudo dos fatores extrinsecos na producdo de células microbianas,
pois o equilibrio da quantidade de biomassa imobilizada vs atividade pode interferir no
rendimento do processo no qual a biomassa é aplicada como biocatalisador. Fukuda et al.,
2008, relata que obteve um rendimento de 78,6% em termos de ésteres de metila em 72 h
de reacdo contrastando com um rendimento de 71% em termos de ésteres de metila em 165
h de reacdo para um biocatalisador com uma quantidade massica maior de células integras
de Rhizopus oryzae. Segundo o0 autor, esta diferenga estaria relacionada com a facilidade
do acesso das moléculas do substrato a superficie das células fungicas. Em caso de uma

grande quantidade de células, esse acesso seria dificultado, demonstrando que a quantidade
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de biomassa imobilizada ndo estd diretamente ligada ao rendimento da producdo de
biodiesel (FUKUDA et al., 2008)

Dentro deste contexto, uma quantidade reduzida de biomassa imobilizada poderia
se tornar interessante para aumentar o rendimento da producdo de biodiesel. Dessa forma,
estudos preliminares quanto a temperatura, pH e tempo de cultivo/imobilizacdo de Mucor
circinelloides foram realizados, utilizando como parametros iniciais dados de trabalhos
anteriores (ANDRADE, 2012; ANDRADE et al., 2012; SOARES, 2012).

2.4.2.1. Temperatura

A fermentacdo para producdo de lipases fungicas € normalmente realizada na faixa
de temperatura de 22 a 30°C, entretanto o M. circinelloides apresenta bom crescimento até
37°C (CASTILHO et al., 2000; ANDRADE, 2012).

24.2.2. pH

De forma geral, a producdo maxima de enzimas ocorre no final da fermentacéo,
quando o pH atinge valores entre 7,0 e 8,0, ap6s o esgotamento da fonte de carbono.
Entretanto, nesta condicdo o pH continua subindo para a faixa alcalina, podendo desnaturar
as enzimas por protedlise ou pH adverso (CASTILHO et al., 2000). Estudos na literatura
relataram a imobilizacdo do fungo Mucor circinelloides em silica macroporosa em pHs
entre 5 e 8, sendo os melhores resultados, em termos de atividade hidrolitica, obtidos para
a imobilizacdo realizada em pH 6,0 (GARCIA-GALAN et al., 2013).

2.4.2.3. Tempo de Cultivo

O tempo € um pardmetro importante a ser determinado para o cultivo de celulas
integras, uma vez que o pH do meio tende a se tornar cada vez mais alcalino, desnaturando
as lipases formadas. Entretanto, é importante que esse tempo ndo seja demasiado curto,
para que a fonte de carbono possa se esgotar e as lipases possam ser formadas. Estudos
relatam tempos de cultivo de 72h para producdo de lipases de M. circinelloides, entretanto
é possivel encontrar tempos de cultivo de até 96 h para lipases microbianas de outras
culturas, como de Rhizopus oryzae (CHEN; LIN, 2010; ANDRADE et al., 2012;
SOARES, 2012). Portanto, no presente trabalho, buscou-se avaliar o crescimento do M.

circinelloides entre 48 h e 96 h a fim de identificar o tempo 6timo de cultivo.
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2.4.3. Células Imobilizadas

A utilizacdo das lipases para produgdo de biodiesel tem sido limitada por alguns
fatores como instabilidade enzimatica, dificuldade de recuperacdo e solubilidade da
enzima. Para contornar esses problemas, diferentes estratégias t€ém sido propostas, como
por exemplo, o desenvolvimento de técnicas e suportes para a imobilizagdo de enzimas. A
imobilizagdo da enzima tem um efeito benéfico na sua estabilidade, em fungdo das
mteragdes fisicas e quimicas entre o suporte ¢ as moléculas da enzima. Além disso,

permitem a utilizagdo das lipases de forma continua e repetidamente, contribuindo para a

reducdo do custo do biocatalisador (MEUNIER; LEGGE, 2012).

2.4.3.1. Principais métodos de imobilizagcdo

As principais técnicas de imobilizagdo normalmente aplicadas em processos de
biotransformacdo s3o baseadas na adsor¢do a suportes inertes, na encapsulagdo e no
aprisionamento em matrizes poliméricas ou ligacdo covalente, cruzada e idnica em
suportes previamente ativados (DE CASTRO, 2008), cujas vantagens e desvantagens sio
apresentadas na Tabela 2.2.



Tabela 2.2. Vantagens e desvantagens dos principais métodos de imobilizagdo de enzimas.

Método de
Imobilizacao

Vantagens

Desvantagens

t]" ‘E, +’+4
Vet V6N —_ S
g4 h7
|8 (Ex 8
| 4 - A'-I+ \
[E4LE) EINE
Adsorcao

Baixo custo, simples,
nao ocorre modificacao
quimica da enzima e
pode ser possivel a

regeneragdo do suporte.

A imobilizagao pode
ocorrer apenas na
superficie e dessorcao
da enzima com o
tempo/uso.

Ligacao covalente

Nao ¢ afetado pelo pH,
for¢a idnica do meio ou
concentracao do
substrato.

Nao € possivel
regenerar o suporte e

apresenta um alto custo.

®|®|®
® ® @
® ®|®

Encapsulac¢ao

Nao ocorre modificacao
quimica da enzima.

Apresenta limitagdo de
difusdo, susceptivel a
nativacao da enzima e
ocorre perda continua
de atividade devido ao
tamanho dos poros.

E) (5) (1) (% r E
Ligacao Cruzada

Enzimas fortemente
ligadas, reduz a perda
de lipase.

Ocorre perda da
atividade enzimatica
durante o preparo,
possui baixa resisténcia
mecanica e alto custo.

Fonte: DE CASTRO et al., 2008.
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2.4.4. Suportes para imobilizacdao de células visando a producdo de biodiesel

A imobilizagdo de células fingicas normalmente ocorre durante crescimento natural
quando as células microbianas se aderem a superficie do suporte. Quando o suporte apresenta
poros nos quais ¢ possivel a penetracdo das hifas, estas preenchem também o espaco interno
disponivel. Dentre os processos para a imobilizagdo, a adsor¢do em particulas porosas para
suporte de biomassa apresenta inimeras vantagens como auséncia de aditivos quimicos, pré-
producdo de células e assepsia. Outra caracteristica importante desse método a ser considerada

¢ a possibiidade de reutilizagdo do suporte, garantindo vantagem econdmica desse método
(ANDRADE, 2012).

2.4.4.1. Espumas de poliuretano

Poluretanos sdo polimeros formados por uma cadeia de unidades organicas unidas por
ligagdes de uretano (ligagdes uretanicas). Sdo produtos da reagdo de um mondmero funcional
contendo pelo menos dois grupos alcodis com outro mondmero que contém pelo menos dois
grupos isocianatos, na presenca de catalisador (CADENA et al., 2010). Sao formados a partir
de segmentos macios que se referem aos polidis poliméricos, € dominios rigidos que sao
produzidos a partir da reacdo dos diisocianatos com extensores de cadeia (hidroxila ou amina).
Os segmentos macios possuem efeito sobre as propriedades elastoméricas do polimero em
baixas temperaturas, enquanto os segmentos rigidos contribbuem para as propriedades a alta
temperatura tais como a estabilidade dimensional, a resisténcia térmica e a reticulagdo fisica.
Dentro desse contexto, ¢ amplamente usado em espumas rigidas e flexiveis, devido a sua
excelente resisténcia quimica e propriedades fisicas (DAEMI et al., 2013).

A espuma de poliuretano é um material inerte com elevada porosidade, baixa densidade,
ampla superficie de adsorcdo e baixo custo de producdo. Suas unidades constituintes sao
chamadas de “células” que possuem formato poliédrico e suas arestas e faces sdo definidas por
suportes e paredes. Durante o processo de fabricacdo os materiais de partida reagem e
expandem-se, de forma que as células sdo geralmente alongadas na direcdo em que a espuma se
expande garantindo um amplo tamanho de poro que facilita a difusdo de oxigénio, fator
importante para 0 crescimento de micro-organismos aerdbicos (DE ORY et al., 2004, DA
SILVA et al., 2013).
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Por conta dessas particularidades, células integras de M. circinelloides vém sendo
imobilizadas com sucesso em espumas de poliuretano e utilizadas na producdo de biodiesel com
6leo de babagu e etanol como matérias-primas e ferc-butanol como co-solvente (SOARES,
2012; ANDRADE, 2012; ANDRADE et al, 2012), demonstrando a consisténcia das

caracteristicas selecionadas para a realizacdo do presente trabalho.

2.4.5. Interferéncia do suporte de poliuretano na atividade catalitica e formagdo de biomassa

fungica
2.4.5.1. Caracteristicas do Suporte

As lipases imobilizadas sdo fixadas, encapsuladas ou aprisionadas em um suporte solido
que mantém a atividade catalitica, melhorando a estabilidade e permitindo a reutilizacdo do
biocatalisador (MEUNIER; LEGGE, 2012). Quando se trata de imobilizacdo de biomassa
flngica por adsor¢do em suportes porosos (espumas de poliuretano) alguns fatores devem ser
levados em consideracgéo:

Porosidade: Suportes porosos podem imobilizar grandes cargas de biomassa, porém
além de possiveis efeitos de transferéncia de massa externos, podem também existir
resisténcias a difusdo interna do substrato, uma vez que este tem de se difundir através dos
poros de modo a chegar a enzima. Dessa forma, o tamanho do poro do biocatalisador é um
fator importante, visto que poros pequenos podem impedir um crescimento adequado, serem
totalmente preenchidos ou impedir uma transferéncia de massa eficiente, enquanto que poros
muito grandes podem facilitar a desorcdo. Além disso, € importante que 0 suporte tenha a
maior quantidade possivel dos poros abertos, pois da mesma forma que o0s poros muito
pequenos, poros fechados interferem negativamente na transferéncia de massa (CABRAL,
AIRES-BARROS; GAMA, 2003; RATLEDGE; KRISTIANSEN, 2006; BAYNE; ULIIN;
HALLING, 2013).

Hidrofobicidade: As lipases tendem a ficar na forma aberta quando sdo ligadas a
suportes hidrofobicos, portanto estd € uma caracteristica importante que deve ser levada em
consideracdo na formulagdo de um suporte para imobilizacdo de células fungicas (GARCIA-
GALAN et al., 2013).

Na formulagdo de uma espuma hidrofébica de poliuretano, os componentes que
influenciam no tamanho dos poros e na quantidade de poros abertos sdo o catalisador de

enxofre e a amina utilizada na composicdo. Com base neste contexto, foram propostas pela
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EVONIK® duas formulagdes visando melhorar as caracteristicas da espuma comercial (marca
EsfreBom).

2.4.5.2. Quantidade Mdassica de Suporte

A quantidade massica de suporte influencia diretamente na formag¢do de biomassa
fingica, visto que parte da biomassa pode ficar dispersa no meio de cultivo, devido ao
carregamento de imobilizagdo ter sido maximo (ndo hd mais suporte para as c€lulas integras se
fixarem, entdo elas crescem livres) ou, pode existir suporte em excesso, de forma que a
biomassa formada se distrbua pelas unidades de suporte, formando biocatalisadores com menor
quantidade de biomassa. Dessa forma, a quantidade massica de suporte influencia também a
atividade do biocatalisador, visto que, quanto maior o carregamento, maior serd a atividade
catalitica, desde que ndo sejam variadas as condigdes de cultivo. Andrade et al (2012)
utilizaram 100 unidades cubicas de 6 mm de aresta de espuma de poluretano como suporte.
Portanto, a quantidade massica de suporte inicial utilizada no presente trabalho tomou como
base a quantidade de unidades reportadas em trabalhos anteriores (ANDRADE et al. 2012;
ANDRADE, 2012; SOARES, 2012).

2.5. Biorreatores com biomassa imobilizada

Quando se trabalha com biorreatores com biomassa imobilizada € importante
determinar o tipo de biorreator que sera utilizado de acordo com o propoésito para o qual ele é
empregado. Para tanto é preciso analisar se o reator serd utilizado apenas para levantamento de
dados sobre o processo ou se o foco serd a otimizacdo de fatores visando a produgdo em escala
industrial, por exemplo. Os parametros que afetam o processo também devem ser estudados, a
fim de estabelecer as condigdes que proporcionam as mais altas conversdes, tais como: razdo

molar do substrato, auséncia ou presenca de solvente e tempo espacial.
2.5.1. Razdo molar do substrato

A razdo molar alcool:dleo desempenha um papel vital na producdo do biodiesel. A
medida que a razdo molar aumenta, aumenta o0 contato das moléculas do alcool com o Gleo.
Dessa forma, quanto maior for a concentragdo do alcool em relacdo a do Oleo, maior sera a
concentracdo de ésteres produzida até um determinado limite. Acima desse limite a conversao
ndo aumenta mais, aumentando apenas o custo de recuperacdo do alcool e, em caso de elevada
concentracdo de alcool o processo se reverte, diminuindo o contato entre as moléculas com

consequente diminui¢do do rendimento de transesterificacdo (NARWAL; GUPTA, 2013).
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2.5.2. Solventes orgdnicos

Além da matéria-prima lipidica e do agente acilante, ao utilizar biorreatores com lipases
imobilizadas, € muito importante avaliar 0 uso ou ndo de solvente no meio reacional. O uso de
solventes organicos na sintese enzimatica de biodiesel melhora a solubilidade entre o0s
triglicerideos hidrofobicos e os alcoois hidrofilicos, além de evitar a inativacdo da enzima pela
elevada concentracdo do élcool. Vaérios solventes organicos tém sido usados na sintese
enzimitica de biodiesel. Os solventes organicos mais apropriados sdo o0s de carater
hidrofébicos como o terc-butanol. (GOG et al., 2012).

O terc-butanol quando utilizado em meios com células integras imobilizadas para
producdo de biodiesel ndo apenas reduz o tempo reacional, mas melhora a estabilidade
operacional do sistema. Este efeito é atribuido a melhor transferéncia de massa do que em um
meio isento de solvente. Entretanto, um sistema eficiente de recuperacdo do terc-butanol deve
ser estabelecido para que a producdo seja ecologicamente sustentavel (LI; DU; LIU, 2007;
FUKUDA et al., 2008).

2.5.3. Configuracgdo do reator

A utilizacdo de reatores em regime descontinuo é de extrema importancia para coletar
dados sobre o processo, como a cinética da reacdo. Entretanto, quando se considera a
ampliacdo de escala e aplicacdo industrial, a transesterificacdo enzimética de Oleos vegetais é
substancialmente mais rapida e economicamente mais vidvel em reatores de fluxo continuo do
que em reatores de fluxo descontinuo (LEE et al., 2010; DA ROS et al., 2010). Dessa forma,
apos a otimizagdo dos parametros de cultivo, o biocatalisador foi utilizado em reacdes
conduzidas em regime de fluxo ndo continuo e em seguida aplicadas em sistema continuo para

estudo dos parametros de producéo.
2.5.3.1. Reator de tanque agitado (BSTR)

No processo em regime descontinuo, a enzima é usualmente introduzida no reator junto
com o substrato e as particulas de biocatalisador ficam dispersas no meio reacional. Ao
alcancar a conversdo desejada, todo o conteudo é descarregado. Esta configuracdo apresenta
vantagens em escala de bancada quando se deseja conhecer o processo e coletar dados cinéticos
sobre o sistema reacional. Entretanto, quando se considera o uso em escala industrial, algumas

limitacbes s&o apresentadas, pois 0s sistemas imobilizados ndo podem ser carregados em
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grande quantidade e estdo susceptiveis as rupturas devido as altas tensGes de cisalhamento
impostas pela agitacdo mecanica (CIFTCI; TEMELI, 2013; YAAKOB et al.,2013).

2.5.3.2. Reator de leito fixo e fluxo continuo (PBR)

Para a producdo em larga escala, sdo tradicionalmente utilizados reatores de leito fixo
operando em sistema continuo, por apresentarem alta eficiéncia, baixo custo, facilidade de
operacdo, construcdo, automacdo e ampliacdo de escala e menor grau de cisalhamento,
evitando a ruptura das particulas do biocatalisador. Além disso, a &rea disponivel para o contato
entre a enzima e o substrato é relativamente grande em qualquer tempo considerado e o
biocatalisador pode ser reutilizado por longos periodos de operacdo, apresentando menor custo
do que o processo batelada. (BALTARU et al., 2009; CHANG et al., 2009; HALIM et al.,
2009; CHEN; LIN, 2010; AL-ZUHAIR et al., 2011; WANG et al., 2011). No processo
continuo é preciso ainda considerar o tempo de residéncia, que consiste no tempo em que a
particula permanece no reator e que estd diretamente relacionado com a conversdo. Em um

processo ideal o tempo de residéncia € exatamente 0 mesmo que o tempo espacial.

2.5.3.3. Relagdo geométrica do reator de leito fixo e fluxo continuo (PBR)

Damstrup, 2007 avaliou diferentes configuracbes de coluna de reatores de leito fixo
operando em fluxo continuo para definir as condicdes em que o produto é formado com maior
velocidade de reagdo. Com base nos resultados encontrados, € possivel perceber que a
produtividade pode estar associada com as dimensGes do reator, uma vez que esta aumenta de
acordo com valores crescentes da razio diametro:altura da coluna do reator até um limite de
1:14. Portanto, buscou-se testar diferentes configuragdes, em termos de dimensionamento do

reator, para avaliar o comportamento do rendimento e da produtividade.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Aperfeicoar os parametros de producdo de biodiesel etilico através da rota enzimatica

em reator de leito fixo e regime de fluxo continuo utilizando células integras de Mucor

circinelloides imobilizadas em espuma de poliuretano.

3.2. Objetivos Especificos

>
>

Sintetizar e caracterizar espumas de poliuretano utilizando diferentes formulagdes.
Determinar as melhores condicbes de cultivo e imobilizacdo (pH, temperatura, tempo
de cultivo, massa de suporte, geometria do suporte) do fungo Mucor circinelloides nas
espumas de poliuretano sintetizadas para aplicagdo no processo de producdo de
biodiesel etilico em reator de fluxo néo continuo utilizando Oleo de babacu.

Aplicar a biomassa imobilizada nas melhores condicbes de cultivo e de imobilizacéo
em reator de leito fixo e regime de fluxo continuo.

Definir os parametros de producdo (tempo espacial e razdo molar) do biodiesel etilico
de babacu utilizando células integras de Mucor circinelloides imobilizadas em espuma
de poliuretano e analise da influéncia da geometria do catalisador em reator de leito
fixo e sistema continuo.

Determinar a melhor configuracdo (dimensdes) de reator de leito fixo operando em

fluxo continuo para ser realizada a producdo de biodiesel.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. M ateriais

4.1.1. Reagentes de sintese das EPUs

Foram utilizados na sintese das EPUs reagentes encontrados comercialmente na area

de “espumagao” e listados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Reagentes utilizados na preparagdo das EPUs estudadas neste trabalho.

Nome .
Reagente Comercial Composigdo Forecedor
Catalisador Kosmos 29 Octanoato de estanho EVONIK
. Tegoamin 33 . .
Aminas g ) Aminas Terciarias EVONIK
Tegoamin 75
Surfatante Tegostab 8228 ~ COPolimero em bloco de polisiloxano e g/ ¢
poliaquilenos
. 0 .
Isocianato DI Tolueno diisocianato, 80% de isbmero EVONIK

2,4 e 20% de isOmero 2,6

. g Massa molecular (PM) =1100
Poliol Poliéter ~ Lupranol 3040 . . 4, EVONIK
Indice de Hidroxila =104 mg KOH g

Todos o0s reagentes foram gentiimente cedidos pela EVONIK e utilizados
primeiramente para a sintese em suas proprias instalacdes e na segunda etapa, no Laboratério
de Biocatélise da Escola de Engenharia de Lorena — USP. Foi utilizado como agente de

expansdo agua destilada e alcool comercial como solvente de limpeza.
4.1.2. Biocatalisador

A linhagem do fungo Mucor circinelloides URM-4182 adquirida da micoteca da
Universidade Federal de Pernambuco foi selecionada com base em resultados obtidos em
trabalhos anteriores (Andrade, 2012, Andrade et al., 2014).
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Como materiais de partida foram utilizados 6leo de babagu refinado (Mundo dos Oleos)

cuja composicdo é apresentada na Tabela 4.2, etanol anidro 99,8% e terc-butanol 99%

(Cromoline).

Tabela 4.2. Composicdo do 6leo de babagu (Mundo dos Oleos).

Acido graxo

%

Acido Caprilico (C8)

Acido Caprico (C10)

Acido Laurico (C12)

Acido Miristico (C14)

Acido Palmitico (C16)
Acido Estearico (C18)
Acido Oleico (C18:1)
Acido Linokeico (C18:2)

3,18
3,21
45,35
15,14
8,37
2,39
16,35
4,94

% acidos graxos
MM media acido (9 morl)

75,87
716,76

4.1.4. Outros Reagentes

Cloroférmio (Cromoline), Acetato de etila (Cromoline), Hexano (Cromoline), Etanol

anidro (99,8%, Cromoline), Terc-butanol (Cromoline). Os demais reagentes utilizados foram de

grau analitico.

4.1.5. Equipamentos

Os principais equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho estdo

apresentados na Tabela 4.3.



Tabela 4.3. Principais equipamentos utilizados durante a realizacdo do trabalho.

Tipo de analise e/ou ensaio

Equipamento

Modelo/Fabricante

Agitacdo

Aquecimento

Permeabilidade do ar

Pesagem
Cultivo, imobilizacdo e reacédo
de fluxo ndo continuo

Contagem de esporos
Atividade Hidrolitica

Atividade Hidrolitica

Teor de umidade dos derivados
imobilizados

Preparo do Tampéo Citrato

Controle da vazdo do sistema
continuo

Viscosidade
Densidade

Andlise dos Esteres de Etila e
Etanol

Anélise dos mono e
diglicerideos residuais

Agitador mecanico
Estufa

Aparelho de
Permeabilidade

Balanca analitica

Shaker

Microscopio

Banho termostatizado
com agitacao

Bureta Digital
Balanca Analitica
pHmetro digital
Bomba peristaltica

Viscosimetro

Densimetro

Cromatografo Gasoso

Cromatdgrafo Liquido
de Alta Eficiéncia

Marconi

Modelo Eanem,
Nova Etica

EVONIK®

Modelo UX4200H,
Shimadzu (UniBloc)

Marcpni
Nova Etica

Sppencer scientific
Modelo 145, Marconi
Modelo Jencons — Digitrat
ID 50, Marte
pH meter tec-2 TECNAL
ATTO Corporation

DV-II + Pro (Brookfield)
DMA 35N EX (Anton Paar)

Varian 3800

Agilent 1200 Series

4.2. Metodologia

4.2.1. Suporte

Tomando como base o trabalho desenvolvido por Soares (2012) neste trabalho foram
utilizados, como suporte, dois tipos de unidades geométricas de espuma de poliuretano
sintetizadas com formulagcbes propostas pela EVONIK®. Estas formulagbes tiveram como
objetivo melhorar as caracteristicas da espuma comercial através da producdo de novas
espumas, semelhantes a ela no que diz respeito ao tamanho e nimero de poros, porém com
poros maiores e maior quantidade de poros abertos. A espuma comercial utilizada como

parametro foi a multiuso da marca EsfreBom.
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4.2.1.1. Sintese de espuma de poliuretano

Para cada bloco de espuma foram utilizadas 3 formulagbes e os reagentes foram
adicionados em um copo de polipropileno de 1 litro de capacidade. Primeiramente foi colocado
o catalisador de octoato de estanho (Kosmos 29) e logo em seguida o polidl poliéter (Lupranol
3040), pois dessa forma o poliol ird proteger e minimizar a reacdo entre o catalisador de
estanho com ar e agua. Posteriormente adicionou-se o catalisador de amina (Tegoamin 33 ou
Tegoamin 75), responsavel por catalisar a reacdo de hidrdlise do isocianato, liberando CO»,
responsdvel pela formacdo dos poros. Na sequéncia foram colocados, o surfatante (Tegostab
8228), para organizar e estabilizar as células, e a dgua, para a expansdo da matriz.

A mistura de todos reagentes, exceto o isocianato, foi homogeneizada com a rotacdo da
primeira agitacdo (da Tabela 4.3) por 50 segundos. Apdés o tempo de homogeneizacdo, foi
adicionado o isocianato (TDI) e o meio reacional foi misturado com a rotacdo da segunda
agitacdo da Tabela 4.4, por 5 segundos e entdo transferido, antes de iniciar a expansdo, para um
recipiente quadrangular de madeira com 13,82 L de volume, previamente forrado com papel
“Kraft”. O creme formou-se em aproximadamente 10 segundos e entdo, a mistura foi levada a
estufa a 70°C por 10 minutos para acelerar a cura do polimero (também se pode deixar a
temperatura ambiente por 24h).

Em seguida, no bloco de espuma ja pré-curada, foram realizados cortes com auxilio de
uma serra, para a obtencdo de laminas de espuma para serem analisadas. As espumas foram
avaliadas visualmente, para verificar a uniformidade das células e em seguida foi realizado um

teste permeabilidade ao ar, nomeando as espumas de acordo com o resultado do teste.

Tabela 4.4. Formulacdes propostas pela EVONIK®.

Formulagéo EPU3 Formulagédo EPU9
Poliol Lupranol 3040 100,00 g Poliol Lupranol 3040 100,00 g
TDI 52,00 ¢ TDI 52,00 ¢
Tegostab 8228 0,80 ¢ Tegostab 8228 0,80¢g
Tegoamin 33 0,18 ¢ Tegoamin 75 0,18 ¢
Kosmos 29 0,12g Kosmos 29 0,12¢
Agua 4,025 g Agua 4,025 g
Primeira agitacao 1000 rpm Primeira agitacao 1000 rpm

Segunda agitagdo 2500 rpm Segunda agitacdo 2500 rpm
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As espumas foram cortadas de acordo com as dimensdes estipuladas para cada
experimento e caracterizadas quanto ao diametro médio de poros, densidade aparente, grau de
inchamento, pardmetro de solubilidade, sorcdo de agua e solventes, e absorcdo dos solventes
pela matriz. As amostras foram medidas com um paquimetro digital e as massas em uma

balanca eletronica com precisdo de 0,0001g.

4.2.1.2. Calculo do diametro médio de poros

Para determinar o diametro médio de poros, avaliar a morfologia das espumas e
analisar as células adsorvidas nas espumas, foram utilizadas micrografias obtidas do
microscopio eletrénico de varredura LEO1450VP (Schott Zeiss do Brasil Ltda) (MEV). As
amostras das espumas de poliuretano e Comercial, fixadas num suporte adequado, foram
previamente recobertas com uma fina camada de ouro, e as imagens foram obtidas com
aumento de 35 e 1000 vezes.

Com auxilio do software Imaged , as micrografias foram tratadas para que fossem
realizadas as analises dos diametros médio de poros e levantado a distribuicdo dos diametros ao
longo da secdo transversal de crescimento da espuma.

Primeiramente foi calibrado a imagem no programa ImageJ. A imagem foi aberta no
programa, neste caso uma micrografia com 50 vezes de aumento, para entdo realizar a
calibragem da imagem no programa. Com a utilizagdo da ferramenta Straight foi feito uma
linha do tamanho da barra de metragem da imagem (Figura 4.1) e entdo com a ferramenta Set
Scale na opcdo Analyze da barra de ferramentas, foi colocado a distancia conhecida e a unidade
utilizada na micrografia, neste caso 200 pm equivalem a 40 pixels, obtendo assim a calibragem

para a imagem de 0,20 pixel/pm.
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Figura 4.1. Calibragem da micrografia no programa Image.J.

As sequéncias de tratamento das imagens estdo mostradas nas Figuras 4.2 a-f.
Primeiramente foi recortada a &rea de interesse (Figura 4.2.a) e aberta em outra janela (Figura
4.2.b) onde foi feito o primeiro tratamento. Nesta etapa todas as bordas sdo realcadas com a
utilizacdo da ferramenta Find Edges dentro da opcdo Process da barra de ferramentas (Figura
4.2.c). Em seguida ocorreu o preenchimento dos poros contornados (Figura 4.2.d). Apo6s o
preenchimento dos poros foi realizado um tratamento da imagem utilizando Binary na opcéao
Process, transformando a imagem em preto e branco (Figura 4.2. e).

Com esse tratamento os poros ficaram na cor preta e a espuma na cor branca, sendo
possivel entdo realizar as medicOes dos didmetros dos poros e a sua distribuicdo. Em Set
Measurement foi selecionado Feret’s diameter, conhecido também como méximo de
paquimetro, para calcular o diametro dos poros e entdo utilizado a ferramenta Analyze
Particles, ambas na opcdo Analyze da barra de ferramentas, quando foi efetuada a medicdo
(Figura 4.2.1).
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Figura 4.2. Sequéncia de tratamento das micrografias das espumas realizado pelo software
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Com os resultados do levantamento dos didmetros de Feret para cada poro, foi
calculado o didmetro médio de poros e realizado o grafico de distribuicdo dos didmetros de

Feret.
4.2.1.3. Permeabilidade ao ar

O teste de permeabilidade ao ar foi realizado no laboratorio da EVONIK, de acordo
com a norma ASTM D3574-02. O célculo foi feito através da média dos valores de cada canto
e centro do quadrado cortado para analise.

As espumas foram submetidas a um fluxo de ar, com uma vazio de 14 L min?, e a
resisténcia a passagem do fluxo expressa com base no ganho de pressdo da linha. Quanto maior
for o ganho da pressdo, maior serd a quantidade de poros fechados na espuma. Dessa forma, a
espuma EPU3, foi a que apresentou uma elevacdo na pressdao de 3 milimetros de coluna de

agua (mmca), a EPU9, 9 mmca.
4.2.1.4. Densidade aparente das EPUs

A densidade aparente foi calculada de acordo com a ASTM D3574-02. As amostras
foram cortadas com dimensbes aproximadas de 40x40x8 mm, medidas com um paquimetro
digital, sendo depois medidas as massas de cada uma das amostras, em uma balanca eletronica
com precisdo de 0,0001g. O valor foi reportado com massa total (Kg) de amostra de espuma

por unidade de volume (m®). Todas as determinacdes foram feitas em triplicata.
4.2.1.5. Grau de inchamento das EPUs e parametro de solubilidade

Para determinar os graus de inchamento e os parametros de solubilidade das espumas,
15 amostras de cada uma foram cortadas com dimensdes aproximadas de 30x30x8 mm,
medidas com paquimetro digital. Para cada tipo de espuma as amostras foram pesadas em uma
balanca eletronica com precisdo de 0,0001g. Ap6s pesagem foram imersas em solventes pré-
selecionados (hexano, cloroférmio, acetato de etila, etanol e terc-butanol), em frascos fechados
e de acordo com a norma ASTM 471. O inchamento foi feito em temperatura ambiente e na
auséncia de luz por 15 dias.

O grau de inchamento no equilibrio expresso pelo parametro Q é também chamado de
coeficiente de inchamento no equilibrio e € determinado experimentalmente pela relacdo

representada pela Equacéo 4.1.
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_ (Vf _Vi)
= —V.

Q (4.1)

Em que: Vi = Volume inicial do polimero
V¢ = Volume final no equilibrio do polimero

Para 0 levantamento do parametro de solubilidade do polimero (3,), Varios solventes
foram selecionados com o intuito de cobrir uma faixa de valores de parametros de solubilidade
(Tabela 4.5). Com um grafico de parametro de solubilidade do solvente (61) por Q (Figura 4.3.)

é utilizado uma curva de tendéncia gaussiana, e assim tomado como parametro de solubilidade

do polimero o ponto maximo da curva.

Tabela 4.5. Parametros de solubilidade dos solventes.

Parametro de Solubilidade

Solvente
(cal cmi3)*2
Hexano 7,29
Acetato de Etila 9,05
Cloroférmio 9,30
Etanol 10,00
Terc-Butanol 11,40
3,0—-
2,7_- & = 9.45 (cal cm®)?
2,4
B ]
S 214
E 4
S 184
S ]
S 154
% 4
© 1,2 1
E ]
D 09
O ]
Y5 064
(@] ]
o 0,34
0,0--.-|-|'|'|

70 75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
Parametro de solubilidade (cal cm®)"*
Figura 4.3. Modelo padrao de grafico de Parametro de Solubilidade

(01) vs Coeficiente de Inchamento (Q) com a linha de tendéncia
gaussiana tracada.
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4.2.1.6. Sor¢ao de dgua e solventes

Para avaliar a sorcdo, a metodologia proposta foi uma modificacio da ASTM F
716/726 conforme descrito por Tanobe (2007). A avaliagdo, da sorcdo estatica da agua
destilada e dos solventes (etanol e terc-butanol), foi realizada em um sistema de frascos com
tampas, nos quais as amostras das espumas, com dimensfes 30x30x8 mm, previamente pesadas
foram completamente imersas nos liquidos contidos nos frascos que foram fechados para evitar
a evaporacdo. Em tempos pré-determinados (1, 5, 10, 30 minutos e em 1, 2, 24, 48, 72 horas)
foram retiradas as amostras dos fracos com auxilio de uma tela de aco e medido o peso amostra
com solvente. Com o célculo das massas dos liquidos penetrados nas amostras, 0s resultados
foram dispostos em um grafico de tempo de sor¢do versus a massa penetrada, sendo todos

experimentos feitos em triplicata.
4.2.1.7. Absor¢do dos solventes pela matriz

Foi determinada a quantidade de solvente retida na matriz de cada EPU. As amostras
das espumas com as mesmas dimensdes utilizadas para o levantamento do grau de inchamento
foram imersas em etanol e terc-butanol em frascos fechados. Apds 72 horas as amostras foram
retiradas com auxilio de uma pinga e colocadas em uma tela de aco para que 0 excesso de
solvente dos poros fosse liberado ap6s 30 segundos de repouso, sem que fosse feito
compressdo. Em seguida as amostras foram pesadas e pela diferenca de massa foi calculada a
massa de solvente absorvida por massa de espuma utilizada. Os experimentos foram realizados

em temperatura ambiente e em triplicata.
4.2.2. Biocatalisador

A metodologia de partida utilizada para o preparo do biocatalisador foi descrita por
Andrade (2012). Com base nesta metodologia, foram definidas as varidveis visando a
otimizacdo do processo de cultivo e imobilizacdo das células integras e, a partir dos resultados

obtidos, a metodologia foi adaptada para dar prosseguimento ao trabalho.
4.2.2.1. Preparo do meio de cultura

Os fungos foram cultivados em meio de cultura liquido composto por 30g de 6leo de
oliva (comercial), 70g de peptona (Himedia), 1g de NaNOj3 (Vetec), 1g de KH,PO, (Synth) e
0,59 de MgS0O,4.7H,0O (Vetec) para cada e 1L de H,O (para meios com pH 6,5) ou 1L de
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tampdo Citrato pH 4,5 1,0M (para meios com pH 5,5) previamente autoclavados (121°C/15

min).

4.2.2.2. Preparo das células integras imobilizadas

As unidades de suporte (50 a 150 cubos de 6x6x6 mm ou 100 paralelepipedos de
4x5x11 mm ou 50 cilindros (altura h= 2 mm e raio r= 8 mm) foram adicionadas nos erlemeyers
antes da autoclavagem. O meio de cultivo foi preparado conforme descrito no item 4.2.2.1.
Para o preparo do indculo, os esporos foram raspados, suspensos em agua estéril e submetidos
a agitacdo até a obtencdo de uma suspensdo. A concentracdo de esporos na suspensdo foi
determinada por contagem em cdmara de Neubauer. Um volume contendo 1x10° esporos de
cada fungo foi inoculado em cada erlenmeyer, os quais foram incubados de 48 a 96 h sob
agitacdo orbital em shaker (170 rpm) sob temperaturas de 30°C e 35°C. A biomassa foi
separada do meio de cultura por filtracdo a vacuo, lavada com acetona e seca em bomba de alto

vacuo. Ao final do processo, foi determinada a atividade lipolitica e a umidade da biomassa.

4.2.2.3. Influéncia das variaveis temperatura e pH no crescimento de biomassa microbiana e

seleg¢do do suporte

Em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura (item 4.2.2.1) foram
adicionados 100 cubos de poliuretano EPU3 ou EPU9 e ap0s esterilizagdo procedeu-se a
inoculacdo, conforme descrito no item 4.2.2.2. Os meios de cultura foram preparados com pHs
5,5 e 6,5 e cultivados a temperaturas de 30°C e 35°C durante 96 h. A biomassa imobilizada foi
separada do meio de cultura por filtracdo a vacuo, lavada com agua e acetona e seca em bomba
de alto vacuo. Ao final do processo, foi determinada a atividade lipolitica e a umidade da

biomassa imobilizada.
4.2.2.4. Efeito do tempo de cultivo na quantidade de biomassa celular imobilizada

Em Erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura (item 4.2.2.1) foram
adicionados 100 cubos da espuma EPU3 e apds esterilizagdo procedeu-se a inoculacao,
conforme descrito no item 4.2.2.2. Os meios de cultura foram preparados em pH 55 e
cultivados em temperatura de 35°C durante 48 h, 72 h e 96 h. A biomassa imobilizada foi
separada do meio de cultura por filtracdo a vacuo, lavada com agua e acetona e seca em bomba
de alto vacuo. Ao final do processo, foi determinada a atividade lipolitica da biomassa

imobilizada e a umidade da biomassa imobilizada.
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4.2.2.5. Influéncia da massa de suporte na imobilizagcdo da biomassa celular

Em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura (item 4.2.2.1) foram
adicionados 50, 100 e 150 cubos da espuma EPU3 e apds esterilizacdo procedeu-se a
inoculagdo, conforme descrito no item 4.2.2.2. Os meios de cultura foram preparados em pH
5,5 e cultivados em temperatura de 35°C durante 96 h. A biomassa imobilizada foi separada do
meio de cultura por filtracdo a vacuo, lavada com &gua e acetona e seca em bomba de alto
vacuo. Ao final do processo, foi determinada a atividade lipolitica e a umidade da biomassa

imobilizada.
4.2.2.6. Variagcdao da Geometria do Suporte

Em erlenmeyers de 250 mL contendo 100 mL de meio de cultura (item 4.2.2.1) foram
adicionados 100 cubos ou 100 paralelepipedos ou 50 cilindros da espuma EPU3 e apo0s
esterilizacdo procedeu-se a inoculagdo, conforme descrito no item 4.2.2.2. Os meios de cultura
foram preparados em pH 5,5 e cultivados em temperatura de 35°C durante 96 h. A biomassa
imobilizada foi separada do meio de cultura por filtracdo a vacuo, lavada com &gua e acetona e
seca em bomba de alto vacuo. Ao final do processo, foi determinada a atividade lipolitica e a
umidade da biomassa imobilizada.

Para utilizacdo no sistema ndo continuo, foram acrescentadas unidades de biocatalisador
imobilizado correspondente a 20% (m/m) de acordo com metodologia do item 4.3.2.1. Para o
sistema continuo, entretanto, a fim de manter uma uniformidade volumétrica, o biocatalisador
foi utilizado em termos de quantidade de unidades (Biomass Suport Particles - BSP)

correspondente a 120 unidades cubos ou paralelepipedos ou 60 unidades cilindros.
4.2.2.7. Calculo da Densidade cristalina da biomassa imobilizada

A densidade cristalina ou densidade do esqueleto sélido foi determinada em baldo
volumétrico previamente aferido com &gua a temperatura ambiente. Colocou-se uma massa
conhecida de particulas no interior do baldo e as mesmas foram imersas em agua destilada sob
vacuo, a fim de se eliminar o ar contido nos espacos intra e interparticulas. O baldo volumétrico
foi completado com &gua, sendo o volume ocupado pelo sélido obtido por diferenca apos
preencher o baldo. A densidade foi calculada como a relagéo entre a massa e o0 volume ocupado
pelos sélidos (ZANIN, 1989).
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4.2.3. Sintese do Biodiesel

4.2.3.1. Processo em regime de fluxo descontinuo

As reacOes de sintese do biodiesel foram realizadas em frascos erlenmeyers com
capacidade de 250 mL, hermeticamente fechados, sob agitacdo orbital de 170 rpm. Os
experimentos foram realizados com 30 gramas de meio reacional composto de 6leo de babagu e
etanol numa razio molar 1:6 Oleo/alcool e 30 gramas de solvente numa relagcdo de 1:1,5 viv
Oleo/solvente. Os meios foram incubados com 20% m/m da biomassa imobilizada em relagcdo a
massa total dos reagentes de partida numa temperatura de 35°C. As reacOes foram conduzidas
por um periodo maximo de 120 h e monitoradas pela retirada de aliquotas do meio reacional a
cada 24 h para dosagem dos ésteres etilicos formados, conforme metodologia estabelecida por
Urioste et al. (2008). Ao final de cada batelada, o produto transesterificado foi removido dos
frascos erlenmeyers e as celulas imobilizadas foram lavadas com hexano/terc-butanol, a fim de
remover substrato e produto residuais na matriz. As células imobilizadas foram filtradas sob
vacuo até teor de umidade menor que 10%. Foram medidas a atividade hidrolitica pelo método
de hidrélise do 6leo de oliva (adaptado de ANDRADE et al., 2012 — ver APENDICE A) e a
massa do biocatalizador recuperado.

4.2.3.2. Processo em regime de fluxo continuo em reator de leito fixo — tipo 1

As reagdes em sistema de fluxo continuo foram conduzidas inicialmente em reator de
leito fixo (didmetro interno= 45 mm, altura = 55 mm e volume total = 87,5 cm®) com o auxilio
de uma bomba peristaltica (SJ-1211-L ATTO ou SJ-1211-H ATTO), operando em vazBes de
1,0 mLh?, 25 mLh?' e 50 mLh?, por um periodo médio de 14 dias. O esquema simplificado
do sistema estd apresentado na Figura 4.4. A mistura reacional composta por dleo de babacu e
etanol (razdo molar 14, 1:6, 18 ou 1:12 Oleo/etanol) e terc-butanol como solvente (razdo
volumétrica 1:1,5 Oleo/terc-butanol), foi mantida em um frasco de alimentacdo sob agitacdo
magnética e temperatura de 35°C. A temperatura do reator encamisado foi mantida a 35°C pela
circulacdo de 4agua controlada em banho de aquecimento termoestabilizado. A coluna foi
empacotada com 120 unidades (cubos e paralelepipedos) ou 60 unidades (cilindro) de biomassa
imobilizada correspondente ao volume de (3,016 + 0,041) cm®. Em seguida, a coluna foi
estabilizada pela alimentacdo do substrato com vazdo 5 vezes a de operacdo minima do reator
por um periodo de 4 h, eliminando bolhas de ar formadas durante a etapa do empacotamento. A
densidade média do derivado imobilizado foi de (0,9532 + 0,0014) g cm®. O tempo de
residéncia foi calculado de acordo com Levenspiel (1972), conforme descrito nas Equacgdes 4.2
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a 4.4. Aliquotas do meio reacional foram retiradas diariamente a fim de quatificar os ésteres
etilicos formados por andlise de cromatografia gasosa.

Ao final do tempo pré-estabelecido de reacdo, o produto da transesterificado foi
removido do reator e as células imobilizadas lavadas com terc-butanol, a fim de remover
substrato e produto residuais da matriz. As células imobilizadas foram filtradas sob vacuo até
teor de umidade menor que 10%. Foram medidas a atividade hidrolitica pelo método de
hidrdlise do Oleo de oliva (conforme metodologia adaptada de Andrade et al. (2012) e a massa

do biocatalizador recuperado.

r= % (4.2)

Em que: T = é o tempo espacial (min), V = volume (til do reator (mL), vo = vazdo

volumétrica sobre a secéo da coluna (mL h');

V.

reator ~ Y catalisadar

V=V 4.3)

u

Em que: Vieator = Volume total do reator, Vcatalisador = VOlume ocupado pelo catalisador no

interior do reator;

Vcatalisado r- % (4_ 4)

Em que: w = massa do catalisador seco (g), p= densidade do biocatalisador seco (g mL™?).

Y

1- Reator de leito fixo

2- Tanque de alimentagdo
3- Bomba peristaltica

4- Aquecimento 1
5- Saida do produto

3 ~—— ‘

. 1

2L

Y

Figura 4.4. Esquema simplificado do reator de leito fixo tipo 1
utilizado neste projeto.
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4.2.3.3. Processo em regime de fluxo continuo em reator de leito fixo — tipo 2

Apbs a definicdo dos parametros de razdo molar 1:6 Oleo de babagu:élcool e tempo
espacial de 86 h, a reacdo em reator de leito fixo operando em fluxo continuo foi reproduzida
em um reator de leito fixo com razdo didmetro:altura de 1:14 (30 mm de diametro, 420 mm de
altura e 30 mm de altura da tampa do reator, correspondente a um volume total de 320 cm?). A
vazio de 0,0589 mL min! foi ajustada com auxilio de uma bomba peristaltica (SJ-1211-H
ATTO), operando por um periodo total de 30 dias. O esquema simplificado do sistema esta
apresentado na Figura 4.5. A mistura reacional composta por Gleo de babacu e etanol (razdo
molar 1:6 Oleo/etanol) e terc-butanol como solvente (razdo volumétrica 1:1,5 Obleo/terc-
butanol), foi mantida em um frasco de alimentacdo sob agitacdo magnética e temperatura de
35°C. A temperatura do reator encamisado foi mantida a 35°C pela circulagdo de &gua
controlada em banho de aquecimento termoestabilizado. A coluna foi empacotada com 500
unidades cubicas de biomassa imobilizada correspondendo a um volume de 15,72 cm®. Em
sequida, foi estabilizada pela alimentacdo do substrato com vazdo 5 vezes a da operagdo do
reator por um periodo de 24 h, eliminando bolhas de ar formadas durante a etapa do

empacotamento.

1- Reator de leito fixo /J\ -

2- Tanque de alimentacgéo 1
3- Bomba peristaltica
4- Aquecimento

5- Saida do produto

Y

£

Figura 4.5. Esquema simplificado do reator de leito fixo
tipo 2 utilizado neste projeto.
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Aliquotas do meio reacional foram retiradas diariamente a fim de quatificar os ésteres
etilicos formados por andlise de cromatografia gasosa (CG) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC).

Ao final do tempo pré-estabelecido de reacdo, o produto da transesterificado foi
removido do reator e as células imobilizadas lavadas com terc-butanol, a fim de remover
substrato e produto residuais da matriz. As células imobilizadas foram filtradas sob vacuo até
teor de umidade menor que 10%. Foram medidas a atividade hidrolitica pelo método de
hidrélise do 6leo de oliva (conforme metodologia adaptada de Andrade et al. (2012) e a massa
do biocatalizador recuperado.

4.3. Metodologia Analitica

4.3.1. Determinacdo da atividade hidrolitica

A atividade enzimatica das células imobilizadas foi determinada pelo método de
hidrolise, conforme metodologia adaptada de Andrade et al. (2012) (APENDICE A). O
substrato foi preparado pela emulsdo de 10 mL de azeite de oliva e 90 mL de agua com adicao
de goma arabica a 3% (m/v). Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados: 5 mL de
substrato, 4 mL de solucdo tampdo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) e 0,3 g de células
imobilizadas (massa seca). Os frascos foram incubados a 37°C por 5 min, em banho
termostatizado com agitacdo. Ap6s o periodo de incubagdo, a reacdo foi paralisada pela adicdo
de 10 mL de uma mistura de acetona, etanol e agua destilada (1:1:1). Os acidos graxos
liberados foram ftitulados com solucdo de KOH 0,025 mol L™*, utilizando fenolftaleina como
indicador. Os célculos foram realizados pela Equacdo 4.5 e uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1pmol de 4cido graxo por minuto de reacao,

nas condicdes do ensaio. As atividades foram expressas em pmoles g* min? (U gb).

Ao (V, —V;) xC x1000
mxt

(4.5)

Em que: Va = volume de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vg volume do KOH gasto
na titulacdo do branco (mL); C = molaridade da solugdo de KOH (mol L™); t = tempo de reacéo

(min); m = massa seca (g).
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4.3.2. Anadlise de umidade

A umidade da biomassa livre e imobilizada foi determinada em balanca de secagem

acoplada a lampada de infravermelho (Marte, Modelo ID 50).
4.3.3. Separagdo dos produtos formados na sintese de biodiesel

Para a separagdo da glicerina liberada na sintese do biodiesel, o meio reacional foi
submetido a uma etapa de purificagdo, constituida basicamente de trés lavagens com &gua
destilada. O volume da amostra recolhido foi medido e, em seguida, adicionado o mesmo
volume de agua destilada. A mistura foi transferida para um funil de decantacdo, efetuando-se
uma agitacdo vigorosa e deixando a mistura em repouso por 24 h para a separacdao das fases. A
fase superior foi composta pelos ésteres de etila (biodiesel) e a fase inferior por glicerol e &gua
de lavagem. A fase inferior foi descartada e a fase superior submetida a evaporacdo em rota-
evaporador. A amostra de biodiesel purificada foi submetida a andlise dos pardmetros de

interesse, conforme especificacbes da ANP.
4.3.4. Anadlise da viscosidade

Os valores da viscosidade absoluta em funcdo da taxa de deformacdo foram medidos em
viscosimetro  Brookfield Modelo LVDVII  (Brookfield Viscometers Ltd, Inglaterra)
empregando o cone CP 42. As medidas foram feitas em duplicata a 40 °C para o 6leo vegetal e

para os ésteres de etila, empregando 1,0 mL de fluido.
4.3.5. Determinacdo da densidade

A densidade dos ésteres de etila foi determinada em densimetro digital Modelo DMA
35N EX (Anton Paar). As medidas foram realizadas em triplicatas a 20°C para o 6leo vegetal e

para os ésteres de etila, utilizando 5,0 mL de amostra.

4.3.6. Determinacdo dos ésteres de etila

Os ésteres de etila formados foram dosados por cromatografia de fase gasosa
(Cromatografo a gas, Varian 3800), com detector de ionizacdo de chama e uma coluna de ago
inoxidavel 5% DEGS em Chromosorb WHP, 80/100 mesh, adotando metodologia previamente
estabelecida por Urioste et al. (2008). Nitrogénio foi usado como gas de arraste. A temperatura
da coluna inicialmente foi mantida a 90°C por 3 min, 120°C por 10 min e 170°C por 15 min
sendo aquecida numa taxa de 25°C mint. As condicBes para determinacdo dos ésteres de etila

sdo apresentadas na Tabela 4.6.
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Tabela 4.6. Condi¢des operacionais para determinacdo dos ésteres de etila por CG.

Padréo interno Hexanol (18,0 gL™})
Programa de temperaturas 9(-)°C (3 min), 120 °C (10 min) e 170 °C (15
min)

Taxa de variacio 25 °C mint

Preparacdo da amostra 1:3 (amostra - hexano)

Preparacdo para injecao 1:1 (amostra - padrao interno)
Ester Etilico Tempo (min)

C8 EtOH = 3,28

C10 EtOH = 5,26
C12 EtOH = 8,56

Tempos de retencdo dos C14 EtOH = 12,06

monoésteres de etila C16 EtOH = 13.96
C18 EtOH = 17,10
C18:1 EtOH = 17,81
C18:2 EtOH = 19,26

O rendimento (R) das reacfes de sintese de biodiesel por via enzimatica foi definido
como o valor que expressa a massa total obtida de ésteres de etila (M) em relacdo a massa total
tedrica esperada de ésteres de etila (XMe). M, foi determinada a partir da massa de acidos
graxos presente na massa inicial da mataria-prima lipidica (Mp), da massa molecular
correspondente a cada é&cido (MM,) e do éster correspondente (MMe). Este célculo é
representado pela equacdo 4.6 (a), em que My corresponde ao produto da concentragdo massica
de cada acido graxo (C,), com a massa inicial de Oleo utilizada (M;) equacdo 4.6 (b). O
rendimento foi calculado dividindo a massa total de ésteres determinada pela andlise de
cromatografia gasosa (Mr) pela massa total tedrica de ésteres de etila (Me), conforme mostrado
na equacdo 4.6 (c).

M, xMM M
@ M= M)y mosCoxM, (@ R=mx100 ()

a e
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4.3.7. Determinacgdo dos mono e diacilglicerdis

Mono e diacilglicerdis foram determinados por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), em equipamento Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, Inc. SP, Brasil), com
detector evaporativo de espalhamento de luz e coluna de aco inoxidavel Fenomenex Gemini
C18 110 A (150 x 4,6 mm) (Allcrom, Ltd., SP, Brasil), nas seguintes condi¢fes: temperatura da
coluna de 40 °C e do detector de 70 °C. Todos os solventes utilizados foram de grau HPLC (J.
T. Baker). As fases mOveis utilizadas foram: acetonitrila (A) e metanol (B) numa propor¢do de
80% A e 20% B por 35 min. A taxa de fluxo de 1 mL/min foi mantida durante os seis primeiros
minutos;1,5 mbL/min durante os 24 min seguintes e 3,0 mL/min durante 0s cinco minutos
restantes. Todas as amostras foram dissolvidas em acetato de etila-hexano (1:1, v/v) e o0 volume
de injecdo foi de 10 pL. Os padroes utilizados foram a monolaurina, monomiristina,
monopalmitina, monoestearina, mono-oleina, dilaurina, dipalmitina, dimiristina, diestearina,
dioleina. Os teores de mono e diacilglicerdis foram calculados nas amostras de biodiesel
purificadas.

4.3.8. Determinacdo do tempo de meia vida

A atividade inicial (Ao) e residual (A) da biomassa imobilizada foi determinada com
base na conversdo de ésteres, em que a conversdo no primeiro tempo espacial (96 h) foi
considerada como sendo correspondente a 100% de atividade. Empregando o modelo de
inativagdo de primeira ordem foram calculados as constante de inativacdo (Kg) e tempo de

meia-vida (t 1), pelas equacOes 4.7 e 4.8, respectivamente.

i _ pkdt @.7)

A .
In 2

t, =——

1/2 kd (4.8)

Em que Ao e A referem-se, respectivamente, as atividades hidroliticas inicial e final do

biocatalisador.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Sintese e Caracterizacio das Espumas de Poliuretano

O processo de aumento na quantidade de poros e nimero de poros abertos em relacéo a
espuma de poliuretano comercial (marca Esfrebom) foi conduzido através da reducdo da
guantidade do catalisador Kosmos 29 empregado na producdo das espumas, sem que afetasse a
estrutura das mesmas, e pela utilizacdo de diferentes tipos de aminas. A reducdo do catalizador
aumenta a quantidade de poros abertos até um limite que compromete a estrutura, 0 que pode
ser visualizado pelo aparecimento de rachaduras. Enquanto isso, os diferentes tipos de amina
(Tegoamin 33 e Tegoamin 75) influenciam no tamanho dos poros das espumas. E importante
ressaltar que a estrutura quimica final de ambas as espumas sdo iguais, mudando apenas as
caracteristicas fisicas descritas. As formulagcBes das EPUs sintetizadas podem ser observadas na
Tabela 5.1.

Tabela S.1. Formulacao das espumas de poliuretano denominadas EPU3 e EPUO.

Formulagcdo EPU3 Formulagcdo EPU9
Poliol Lupranol 3040 100,00 g  Poliol Lupranol 3040 100,00 g
TDI 52,00 g TDI 52,00 ¢
Tegostab 8228 0,80g  Tegostab 8228 0,80 ¢
Tegoamin 33 0,189  Tegoamin 75 0,18 g
Kosmos 29 0,12g  Kosmos 29 0,12 ¢
Agua 40259 Agua 4,025 g
Primeira agitacao 1000 rpm  Primeira agitacao 1000 rpm
Segunda agitagdo 2500 rpm  Segunda agitagdo 2500 rpm

5.1.1. Permeabilidade do ar

Os nomes das formulagbes EPU3 e EPU9 foram decorrentes das caracterizagfes quanto
a permeabilidade ao ar das espumas logo apds a sintese, cujos resultados podem ser observados
na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Resultados das analise de permeabilidade ao ar.

Espuma Perda de Carga (mmca H,0O)
EPUS3 3
EPU9 9

Comercial 17
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Nesta analise, as espumas foram submetidas a um fluxo de ar, com uma vazdo de 14 L
min, e aresisténcia & passagem do fluxo foi expressa com base no ganho de pressdo na linha.
Quanto maior foi 0 ganho da pressdo, maior a quantidade de poros fechados na espuma. Dessa
forma, a espuma EPU3, foi a que apresentou menor elevacdo na pressao, equivalente a 3
milimetros de coluna de agua (mmca), demonstrando que a formulacdo EPU3 foi a que resultou
em uma espuma com maior quantidade de poros abertos. Quando comparadas com espuma
comercial, percebeu-se que as espumas apresentaram cerca de 1,9 vezes (EPU9) a 5,7 vezes

(EPU3) mais poros abertos que as disponiveis no mercado.
5.1.2. Microscopias Eletronicas de Varredura

As microscopias eletronicas de varredura das espumas sintetizadas e comercial sé&o

apresentadas na Figura 5.1.

Signal A = SE1 WD = 18 mm
EHT = 20.00 kV  LME-DEMAR-EEL-USP EHT = 20.00 KV LME-DEMAR-EEL-USP

{ e ? 4
200im Comercial WD= 20 mm Signal A= SE1
Mag= 100X EHT = 20.00 kv Eet-use

Figura 5.1.  Microscopia eletronica de
varredura das espumas sintetizadas. a) EPU3
b) EPU9 ¢ ¢) Comercial.

Pode-se perceber a diferenca de poros abertos pela existéncia ou ndo de peliculas
preenchendo a abertura dos poros, predominantes na espuma comercial e poucas nas espumas
EPU3 e EPU9.
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As espumas foram caracterizadas também quanto ao didmetro médio de poros, dados

apresentados na Figura 5.2.
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A Figura 5.2 permite observar que a espuma EPU3 ndo sO apresentou o maior didmetro
de poros (0,7874 £ 0,2439 pm) como também ampla distribuicdo de tamanho de poros em

relacdo as espumas EPU9 e comercial.
5.1.4. Grau de Inchamento e Pardmetro de Solubilidade

Na sequéncia as EPUs foram analisadas quanto ao grau de inchamento. O processo de
inchamento de um material polimérico ocorre a nivel molecular envolvendo a difusdo de um
liquido para o interior do polimero. Esse fenbmeno é possivel devido a mobilidade das cadeias,
levando ao alojamento de moléculas que apresentem semelhancas quimicas e estruturais. Em
caso contrario, essa difusdo ndo ocorre devido ao polimero apresentar maiores interacGes entre
suas cadeias que a interacdo matriz/solvente. Assim na presenca de um solvente adequado os
polimeros reticulados incham e os ndo reticulados se dissolvem.

Nessa avaliacdo, a dependéncia entre 0 grau de inchamento Q em um solvente de
baixo peso molecular e 0 & (pardmetro de solubilidade) deste solvente, é expressa por uma
curva de Q (ordenada) versus & (abcissa). Quanto menor for a reticulagdo maiores serdo os
valores de Q, ou ainda, quanto maior for a interacdo polimero/polimero menores serdo o0s
valores de Q.

Para determinar o parametro de solubilidade foi tragada a linha de tendéncia de Gauss,
que de acordo com metodologia previamente descrita (GOPAKUMAR; NAIR, 2005; LIU et al,
2011) o ponto em que dQ/dd = 0 sera o pardmetro de solubilidade das amostras.

Os solventes escolhidos para esta analise foram: hexano, acetato de etila, cloroformio,
etanol e terc-butanol, sendo os trés primeiros muito utilizados para este tipo de estudo e os dois
Utimos  escolhidos com o intuito de investigar as interacdes entre 0s solventes que serdo
utilizados nas etapas que se seguem as imobilizacdes das células integras. Os dados referentes

aos ensaios de grau de inchamento encontram-se na Figura 5.3 e na Tabela 5.3.
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Figura 5.3. Graficos do Coeficiente de Inchamento (Q) vs Parametro
de Solubilidade (6) a) EPU3, b) EPU9 e ¢) Comercial.
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Tabela 5.3. Dados referentes aos ensaios de grau de inchamento das espumas EPU3, EPU9 e Comercial.

Parametro de Coeficiente de inchamento (Q)

Solventes solubilidade (5)
(cal Cm_g)l/z EPU3 EPU9 Comercial
Hexano 7.30 0,0590 + 0,0118 0,0680 + 0,0201 0,3151 + 0,0401
Acetato de Etila 9,05 0,7215 + 0,0267 0,6708 + 0,0450 0,6967 + 0,035
Cloroférmio 9,30 1,4926 + 0,1339 1,7692 + 0,1226 1,5079 + 0,0853
Etanol 10,00 0,5041 + 0,0016 0,5455 + 0,0242 0,4271 + 0,0470
Terc-Butanol 11,40 0,3745 + 0,0526 0,4860 + 0,0117 0,6288 + 0,0796

Tabela 5.4. Valores dos Coeficientes de Intumescimento no Cloroférmio (Q) e Parametro de Solubilidade (8) das espumas.

.. . Parametro de Solubilidade
Coeficiente de Intumescimento

Espuma no Cloroférmio (Q) d"(g’ll‘:“r:g;’l,?)
EPU3 1,4926 = 0,1339 9,4983
EPU9 1,7692 + 0,1226 9,5004

Comercial 1,5079 + 0,0853 9,3448




63

Foi possivel observar que as espumas apresentaram perfis de solubilidade
semelhantes para 0s solventes utilizados (Figura 5.3). O coeficiente usado para
comparagdo foram os valores encontrados para o cloroférmio por ser o solvente nos quais
as espumas apresentaram um maior coeficiente de inchamento, revelando assim que as

polaridades e os parametros de solubilidade dos polimeros estdo préximos ao do
cloroférmio, conforme dados da Tabela 5.4.

Estes parametros comprovam a hidrofobicidade do suporte utilizado, carater
importante na escolha de um suporte para imobilizagdo, uma vez que a lipase tende a ficar
na sua forma aberta de modo estdvel quando associada a um suporte de carater

hidrofébico, conforme esquema apresentado na Figura 5.4.

Forma fechada Suporte hidrofébico Forma aberta estavel

Figura 5.4. Esquema da estabilidade de uma lipase quando ligada a um suporte hidrofobico.
Fonte: Adaptado de GARCIA-GALAN et al., 2013.

5.1.5. Adsorgdo dos Solventes pela Matriz

Outra caracterizagdo importante a qual as espumas foram submetidas foi a
absorcdo dos solventes pela matrizz. Com o objetivo de investigar as interagdes das
espumas com 0s solventes que serdo utilizados ap6s a imobilizagdo, foram calculadas as
relacbes entre massa de solvente absorvida/massa de espuma. Os resultados referentes a

esses ensaios encontram-se na Figura 5.5.
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Figura 5.5. Grafico de massa absorvida de solvente / massa espuma.

As adsorcfes dos solventes pelas espumas apresentaram diferencas que se
relacionam diretamente com a quantidade de poros abertos e fechados. Tendo em vista que
as estruturas dos poros das espumas sdo bem similares acredita-se que pelo fato da espuma
comercial ter mais poros fechados conforme a andlise de permeabilidade, esta espuma teve
menor liberacdo de solventes de sua matriz, e assim a EPU3 e EPU9 foram as que
liberaram mais solventes apds o tempo de contato, por possuirem mais poros abertos.
Deste modo, embora a massa de solvente que entrou em cada uma das espumas tenha sido
semelhante, e a capacidade de retencdo tenha relacdo direta com o ndmero de poros
fechados. As espumas EPU3 e EPU9 foram caracterizadas como as que possuem maior

capacidade de troca de massa que a espuma comercial.

5.1.6. Sorcio da Agua e Solventes

Para completar a caracterizacdo das espumas, buscou-se avaliar a penetracdo dos
solventes, agua, terc-butanol e etanol, na matriz porosa.

Na analise de sorcdo, todas as EPUs ndo apresentaram resisténcia aos alcoois
testados (terc-butanol e etanol), sendo constatadas que logo apds o primeiro minuto, as
amostras ja se apresentavam completamente molhadas pelos solventes, ndo havendo

grande variacdo no peso das espumas com o tempo. Logo, ndo foi possivel avaliar
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quantitativamente a sor¢do destes solventes. Todavia, quando foi utilizada agua destilada,
todas as espumas apresentaram resisténcia a penetracdo. Esta facilidade de penetracdo dos
compostos menos polares (terc-butanol e etanol) e dificuldade dos compostos mais polares
(Agua) podem ser explicadas pela estrutura quimica das espumas de poliuretano

apresentada na Figura 5.6.
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Figura 5.6. Representacdo da estrutura quimica da espuma de poliuretano
(Fonte: VILAR, 2002).

Como pode ser observado ndo existem grupos polares livres, devido a interacdo das
pontes de hidrogénio entre 0s grupos uretanicos e poliuréias, produzindo uma espuma com
carater muito pouco polar. Nesse ponto, é importante ressaltar que as diferencas entre as
caracteristicas fisicas das espumas EPU3 e EPU9 como poros mais abertos ou menos
abertos, tamanho de poros e quantidade de poros sdo resultantes apenas da estrutura
quimica das aminas utilizadas. Dessa forma, a EPU3 apresenta na sua estrutura uma amina
com cadeia mais longa, uma vez que a Tegoamin 75 é formada de 75% da Tegoamin® 33 e
25% da Tegoamin® BDE, resultando em um total de 17,5% de bis (2-dimetilaminoetil) éter
proveniente da Tegoamin® BDE, enquanto que a Tegoamin® 33 possui na sua composicdo
apenas a amina de trietilenodiamina, de cadeia mais curta. As estruturas das aminas podem

ser observadas na Figura 5.7.

N
~ N~
/Nwow ~
N
Bis (2-dimetilaminoetil) éter Trietilenodiamina

Figura 5.7. Estruturas das aminas constituintes da Tegoamin® BDE e Tegoamin® 33.



66

Dessa forma, como as espumas ndo podem ser diferenciadas quanto ao carater
hidrofébico, a diferenca apresentada na sorcdo da 4agua pode estar relacionada com o
tamanho dos poros que devem influenciar diretamente a transferéncia de massa, facilitando
ou dificutando a entrada e saida da fase liquida. Os resultados referentes a sorcdo da agua

séo apresentados nas Figuras 5.8, 5.9 e 5.10 (Dados detalhados no APENDICE B).

=
o

35

— -]

c —=—PU3 /' £ —m—PU3 "
§ 5 " t% 0 /
E(D ./ Eq.: 25 .

~ % o s 20

S / S

()] | (@]

&5 4 £ 154 .

) ~ 10 /

S ]

z% 2 T r

O o 5l

P S

o o |

O 0{ =m n 04{ m

\ ' ' ' ' ' | 0 10 20 30 40 50 60 70 80

0 10 20 30 40 50 60
Tempo (min) Tempo (h)

Figura 5.8. Graficos de sorcdo de agua pela espuma EPU3.
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5.2. Otimizacao das condi¢coes de cultivo do Mucor circinelloides

5.2.1. Influéncia das varidaveis temperatura e pH no crescimento da biomassa

microbiana e sele¢do do suporte

As espumas EPU3 e EPU9, foram utilizadas como BSPs para a imobilizagdo de
células fungicas de Mucor circinelloides. Para cada suporte foram avaliadas diferentes
condicdes de cultivo: em termos de temperatura (30°C e 35°C) e pH (5,5 e 6,5). Foi dosado
o pH final de todos os experimentos. Os sistemas imobilizados foram empregados como
biocatalizador da reagcdo de transesterificacdo do Oleo de babacu utilizando etanol como
agente acilante. Foram realizadas analises de rendimento, viscosidade e densidade.
Também foi avaliada a biomassa recuperada para cada reacdo. Os resultados obtidos sdo
apresentados na Tabela 5.5.

Por meio dos dados da Tabela 5.5 pode-se observar que os melhores resultados de
atividade e rendimento apresentados pelo suporte denominado EPU3. Este fato pode ser
explicado pelo diametro médio de poros de cada um dos suportes. A EPU3 possui diametro
médio duas vezes maior (0,7874 + 0,2438 pm) ao diametro médio da EPU9 (0,4268 +
0,1621). Além disso, o suporte EPU3 também possui maior nimero de poros abertos, que
pode ser verificado pela maior permeabilidade do ar.

Quanto a estabilidade da biomasssa (biomassa recuperada), rendimento,
viscosidade e densidade, a condicdo de imobilizagdo, dentre as utilizadas, que apresentou
melhores resultados, foi a de imobilizacdo em pH 5,5 a 35°C. Em termos de atividade
hidrolitica todas as condi¢cdes testadas apresentaram valores semelhantes.

Desta forma, o suporte EPU3 foi considerado o melhor suporte para a imobilizacdo
do Muccor circinelloides em meio de pH 55 com temperatura de 35°C e posterior

aplicacdo na reacdo de transesterificacéo.



Tabela 5.5. Atividade (U g') das biomassas imobilizadas em diferentes condi¢des de pH e Temperatura (°C), rendimento (%) de transesterificagéo,
viscosidade (cSt) e densidade (kg.m™) dos produtos.

o Blomassa  Blomassa Atividade Rendimento  Viscosidade = Densidade
Suporte PHinicial  PHiinat T CC) | popilizada Recuperada

Ug? (%) (cSt) (kg m®)
@) (%0)
5,5 7,85 30 4,0563 7,38 292,15 84 7,34 891,6
EPU3 5,5 6,30 35 2,1898 67,19 352,98 98 5,89 887,2
6,5 7,91 30 2,3067 28,71 246,36 86 7,08 892,2
6,5 7,35 35 1,4066 44,10 290,13 94 6,99 889,6
5,5 7,72 30 3,1511 34,78 278,07 77 7,73 894,2
. 5,5 6,25 35 1,9499 76,89 303,26 86 7,04 893,4
6,5 7,87 30 2,2624 36,02 271,46 81 7,23 892,7

6,5 7,31 35 1,0549 67,18 291,86 85 7,03 892,5
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5.2.2. Efeito do tempo de cultivo na quantidade de biomassa celular imobilizada

Visando aperfeicoar as condicdes determinadas (suporte EPU3 e cultivo em pH 5,5
e temperatura de 35°C), foi realizado um experimento variando o tempo de imobilizacéo.

Os resultados sdo apresentados na Figura 5.11.
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Figura 5.11. a) Biomassa Imobilizada (g) e b) Atividade (U g") em relagdo ao tempo (h)
(imobilizagdo na EPU3 em pH 5,5 e temperatura de 35°C).

E possivel observar que um aumento em torno de 21% de biomassa imobilizada e
37% de aumento na atividade no tempo de imobilizacdo de 96h em relacdo ao tempo de

48h, portanto este resultado foi utilizado para dar prosseguimento ao trabalho.
5.2.3. Influéncia da massa de suporte na imobilizagdo da biomassa celular

Nesta etapa do trabalho foi estudada a quantidade de massa de suporte para
imobilizacdo, fixando as quantidades de 50, 100 e 150 unidades como padrdo. Os

resultados sdo apresentados na Figura 5.12.
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Figura 5.12. a) Biomassa Imobilizada (g) e b) Atividade (U g') em relagdo a quantidade
de suporte (un.) (EPU3, pH 5,5, temperatura de 35°C e 96h de reagdo).
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E possivel perceber que a quantidade de biomassa imobilizada por unidade de
suporte (BSP) teve um acréscimo de 15% ao dobrar a quantidade de suporte utilizada para
imobilizacdo (50 para 100 cubos). Entretanto, em um segundo acréscimo no numero de
cubos (150 cubos), a quantidade de biomassa imobilizada por unidade de suporte sofre
uma reducdo de 33% em relacdo a biomassa do experimento realizado com 2/3 dos cubos
(100) e de 21% em relacdo ao experimento com 1/3 dos cubos (50).

Conforme Fukuda et al. (2008) relataram, a quantidade de biomassa ndo esta
necessariamente ligada de forma linear a atividade do biocatalisador, necessitando entdo de
avaliagdo complementar. Portanto, foram comparados os valores das atividades obtidos
com o primeiro aumento das particulas do suporte e notou-se um aumento de 22% na
atividade hidrolitica. No segundo aumento, porém, a atividade foi reduzida em 21%. Neste
caso, portanto, uma menor quantidade de biomassa resultou também em uma menor
atividade da lipase. Dessa forma, a condicdo de 100 cubos foi definida como ideal para a
imobilizacdo, a qual ja era descrita como ideal em trabalhos anteriores, embora ndo
houvesse estudos sobre uma quantidade maior de particulas de suporte (ANDRADE, 2012,
ANDRADE et al., 2012, SOARES, 2012).

5.2.4. Variagdo da Geometria do Suporte

Determinadas as condicdes ideais, buscou-se analisar a influéncia geométrica do
suporte. Para tanto foram escolhidas 3 formas geométricas: cubo, paralelepipedo e cilindro.
As dimensdes, areas superficiais e volumes podem ser observados na Tabela 5.6. Os

resultados obtidos com as condicdes determinadas podem ser verificados na Tabela 5.7.

Tabela 5.6. Dimensdes (mm), areas superficiais (mm?) ¢ volume (mm?®) das unidades de
espuma de poliuretano utilizadas como suporte para imobilizagdo das células integras de M.
circinelloides.

Formato @

Cubo Paralelepipedo Cilindro
Dimensdes (mm) 6X6X6 4x5x11 h=2er=8
Area Superficial (mm?) 216 220 402

Volume (mn¥) 216 238 502
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Tabela 5.7. Biomassa Imobilizada (g) e Atividade (U g') das células integras de M. circinelloides imobilizadas em EPU3 e EPU9 (cultivo em pH 5,5,
temperatura de 35°C, 96h e 100 unidades de suporte para os formatos cubico e paralelepipédico e 50 unidades para o formato cilindrico. Rendimento
(%) e caracteristicas (viscosidade e densidade) dos produtos das etanolises do oleo de babagu e biomassa recuperada (%).

Formato Irii(;)tr):?zs;c?a Ativid_a;de Rendimento Viscosidade De nsidfide Rzi:ourgzizga
@ (Ug?) (%) (cSY) (kg M) (%)
Cubo 2,1898 352,98 98 5,89 887,2 67,19
Paralelepipedo 1,3650 306,18 81 7,08 887,3 67,52
Cilindro 1,6810 335,73 86 7,11 889,2 44,05
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Figura 5.13. Rendimentos de transesterificagdo em fung@o do tempo de reacao.
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Segundo os resultados obtidos mostrados na Tabela 5.7 o experimento que
propiciou uma melhor imobilizacdo, melhor transferéncia de massa e resultou em melhor
rendimento foi aquele no qual foram utilizados cubos de 6x6x6 mm como suporte para a
biomassa.

Considerando que as condi¢bes de cultivo foram iguais, pode-se perceber que o
formato cilindrico resultou em uma maior perda de biomassa, que pode estar relacionada a
sua alta area superficial e a agitacdo vigorosa do processo nao continuo. Na Figura 5.13 ¢
possivel notar que o formato cilindrico teve um elevado rendimento inicial e com o passar
do tempo, esse rendimento aumentou muito pouco, demonstrando que no inicio aconteceu
uma boa troca de massa devido a sua grande &rea superficial e com o decorrer da reacao
houve um grande desprendimento da biomassa do suporte e consequentemente estagnacao
do rendimento. J& o formato paralelepipédico teve uma pequena queda na imobilizacdo e
na atividade. Entretanto, estas caracteristicas, que influenciaram negativamente a
conversdo no processo nao continuo, podem ser Uteis no processo em fluxo continuo
devido ser esse um processo que pouco agride o suporte, diminuindo a perda de biomassa
(no caso do cilindro) e que pode necessitar de um maior volume Ctil (no caso do
paralelepipedo), podendo elevar o rendimento da reacéo.

Para tanto, a etapa seguinte consistiu em avaliar a producdo de biodiesel em fluxo
continuo em reator de leito fixo empregando a biomassa imobilizada na melhor condicdo
de cultivo: pH 5,5 a 35°C em 96h e com 100 cubos de suporte. Quanto ao formato do
suporte, como os dados de referéncia (ANDRADE, 2012) empregaram o suporte cubico
para imobilizagdo, este foi escolhido como suporte para ser utilizado inicialmente no
sistema em fluxo continuo. O suporte selecionado foi analisado por microscopia eletrdnica
de varredura (MEV) apresentada no APENDICE C.

5.3. Sistema Continuo

5.3.1. Otimizacdo da Vazdao e Razdo Molar

Buscou-se otimizar as condicdes do sistema continuo variando o tempo espacial em
86h, 35h e 17h (sendo 86h a vazdo empirica minima possivel para que o substrato
conseguisse superar a resisténcia do suporte) e as razdes molares Oleo:alcool de 1:4, 186,
1:8 e 1:12, sendo a razdo molar inicial utilizada de 1:6, pois utilizou-se como parametro de
comparacdo com os dados obtidos no sistema descontinuo que ja utilizava esta razdo

molar. Os resultados sdo apresentados na Figura 5.14.
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Com base na Figura 5.14 é possivel perceber que para todas as reacOes realizadas, o
tempo espacial de 86h utiizando vazio de 1,0 mL h' foi o que apresentou maiores
rendimentos. E possivel perceber também que o sistema que utilizou razio molar dleo:alcool
1:6 apresentou boa estabilidade, uma vez que 0 aumento na vazao em cinco vezes e 0 retorno
a vazdo inicial, apresentou rendimentos semelhantes aos das primeiras 96h de reacdo. Foi
plotado o grafico Rendimento (%) x Tempo Espacial (h) para analisar as melhores condicdes,
bem como foi feito o histograma Biomassa Recuperada (%) x Razio Molar (Oleo:Alcool).

Ambos séo apresentados na Figura 5.15.
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Figura 5.15. a) Grafico dos rendimentos de transesterificagdo (%) em fungdo do tempo espacial (h) e
razdes molares oleo:dlcool de 14, 1:6, 1:8 e 1:2. b) Histograma da biomassa recuperada (%) em
fungdo das razdes molares (6leo:alcool).

O grafico dos rendimentos de transesterificacdo (%) em funcdo do tempo espacial (h)
apresentado na Figura 5.15 (a) comprova os resultados ja observados na Figura 5.14 e o
histograma apresentado na Figura 5.15 (b) mostra que a perda de biomassa variou com a
razaio molar, sendo que perda minima (2%) para a razdo molar 6leo:dlcool de 1:6. Este
resultado corrobora com o fato de que ap6s uma mudanca drastica de vazdo o rendimento se
manteve para esta condicdo como observado na Figura 5.14 (a). O experimento, cuja razdo
molar alcool:6leo foi de 1:6, apresentou perda minima de biomassa (2%).
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5.3.2. Variagdo da Geometria do Suporte

A etapa seguinte consistiu em investigar 0 comportamento dos outros formatos de
suporte em sistema de fluxo continuo nas condicGes otimizadas de razdo molar Gleo:alcool de
1:6 e tempo espacial de 86h. Os resultados séo apresentados na Figura 5.16.
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Figura 5.16. Grafico dos rendimentos de transesterificacdo (%) em func¢do do tempo espacial
(h) de reacdo: a) 50 unidades de suporte no formato cilindrico € b) 100 unidades de suporte
paralelepipédico com tempo espacial de 86h e razdo molar oleo:alcool de 1:6.

Na Figura 5.16 é possivel observar que ambos os formatos foram estaveis para o
sistema em fluxo continuo dentro do periodo de dias em que a reacdo foi realizada. Portanto,
para analisar o melhor formato geométrico deve-se levar em conta o rendimento médio de
cada sistema. Para analisar melhor estes dados foi feito um grafico de rendimento médio (%)
sobreposto sobre um histograma da biomassa recuperada (%) em funcdo do formato do
biocatalisador apresentado na Figura 5.17.

Através da Figura 5.17 € possivel perceber que a Biomassa Recuperada (%) é
proporcional ao Rendimento (%) obtido nas reacdes de transesterificacdo. Uma vez que a
perda de biomassa estd associada ao formato que possui maior ou menor capacidade de
retencdo/protecdo das biomassas, o formato cubico foi o que apresentou os melhores
resultados.
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Figura 5.17. Grafico dos rendimentos médios de
transesterificagdo (%) e  histograma da biomassa
recuperada (%) em fungdo do formato do EPU utilizada
como suporte para a biomassa.

Com base nos resultados observados, a reacdo de transesterificacdo em reator de leito
fixo e sistema continuo com tempo espacial de 86h correspondente a uma vazdo de 1,0 ml h?,
razao molar 6leo:dlcool de 1:6, empregando como biomassa imobilizada em 120 cubos da
EPU3 sob condicbes de cultivo de pH 5,5 e temperatura de 35°C, foi a que apresentou
maiores rendimentos (64 = 1,66 %) e menor perda de biomassa (2%). Sendo, portanto, estes
0s parametros adotados para dar prosseguimento ao trabalho.

Para esta condicdo, foi ainda calculada a produtividade: 5,68 + 0,15 Mg ster G meio N
A produtividade obtida foi menor do que os valores reportados na literatura, em contrapartida,
o rendimento apresentou resultados superiores (ANDRADE, 2012; ANDRADE et al., 2014).
Considerando que Damstrup, 2007 sugeriu que a produtividade poderia estar associada com
as dimensbes do reator, indicando que quanto maior a razdo diametro:altura maior a
produtividade até um limite de 1:14 e que a razdo do reator utilizado foi menor que as

reportadas, este parametro foi selecionado para ser verificado na proxima etapa do trabalho.

5.3.3. Variagao da Configuragdio do Reator

Um reator de proporcdo diametro:altura 1:14 (30 mm de diametro, 420 mm de altura e
30 mm de altura da tampa do reator, correspondente a um volume total de 320 cm?) foi
utilizado para dar prosseguimento ao trabalho. As condi¢bes de operacdo do reator foram as
definidas na etapa anterior do trabalho: razdo molar Oleo de babaguetanol 16 e tempo

espacial de 86 h utilizando como biocatalisador 500 unidades de biomassa de Mucor
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circinelloides imobilizada em espuma de poliuretano do tipo EPU3 em meio de pH 5,5, a
35°C e demais condicdes descritas anteriormente. Os resultados obtidos em termos de
rendimento com desvio padrdo e % massica de ésteres de etila em funcdo do tempo sdo
apresentados na Figura 5.18.
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Figura 5.18. Rendimentos de transesterificacdo (%) em funcao do tempo (h) para biodiesel de babacu
produzido em reator de leito fixo operando em regime de fluxo continuo com configuracdo geométrica
1:14 diametro:altura, com tempo espacial de 86h e razao molar 6leo:dlcool 1:6.

De acordo com a Figuras 5.18 pode-se perceber que a reacdo de producdo de biodiesel
etilico de babacu sob as condi¢bes determinadas foi estavel, apresentando rendimento médio
da ordem de 86 + 3,53 %. A produtividade foi de 7,57 + 0,31 mg éster g”* meio h! e a perda
da biomassa de 44,55 + 2,40 %. Os resultados apresentados em termos de rendimento e
produtividade foram mais elevados que o primeiro sistema continuo que apresentou
rendimento médio de 64 + 1,66 % e 5,68 = 0,15 mg sster g+ meio h™* de produtividade. Estes
resultados corroboram com os resultados descritos na literatura por Damstrup, 2007, de que o
rendimento e a produtividade aumentam conforme aumenta a razdo diametro:alura do reator
até um limite de 1:14. Entretanto, o sistema apresentou uma alta perda de biomassa se

comparado com 0s 2% do primeiro sistema. Este resultado pode estar atrelado ao alto tempo
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de alimentacdo do substrato (24 h) para estabilizacdo do sistema e eliminacdo de bolhas, pois
este procedimento foi realizagdo com vazio 5 vezes superior (~15,0 mL h') a vazdo normal
de operagdo do reator (3,5 mLh?). No caso da primeira configuracdo de reator além do
periodo de alimentacdo inicial para estabilizacdo do reator ter sido 6 vezes menor (apenas 4h),
a vazdo dessa alimentacdo inicial correspondente a 5 vezes a vazdo normal de operacdo do

reator (~5,0 mL ht) foi 3 vezes menor do que a utilizada no segundo reator.

Na tabela 5.8 sdo apresentadas as propriedades do biodiesel de babacu obtido neste
experimento correspondente as amostras do 4° dia (72-96h) e do 7° dia (144-168h). Os
resultados apresentados indicam uma correspondéncia entre o0s valores de densidade,

viscosidade cinematica e rendimento obtido.

Tabela 5.8. Propriedades do biodiesel de babacu obtido em reator de leito fixo operando em
regime de fluxo continuo com configuracdo geométrica 1:14 didmetro:altura, com tempo espacial
de 86h e razio molar dleo:alcool 1:6.

Valor
Propriedade 2 dia 70 dia
(72-96 h) (144-168 h)
Densidade 20°C (kg m®) 889,3 891,1
Viscosidade cinematica a 40 °C (mm* s}) 5,79 6,35
Composicdo de ésteres etilicos (% m/m)
Etil Caprilato (C8) 2,60 2,92
Etil Capronato (C10) 2,22 2,48
Etil Laurato (C12) 33,65 35,43
Etil Miristato (C14) 9,85 10,11
Etil Palmitato (C16) 6,05 5,01
Etil estearato (C18) 2,13 2,38
Etil oleato (C18:1) 10,30 7,49
Etil Linoleato (C18:2) 2,82 2,54
Total 69,61 68,35
Rendimento (%) 92,67 90,20
Monoglicerideos (% m/m) 5,39 7,65
Diglicerideos (% m/m) 1,78 1,89

Triglicerideos (% m/m) 0 0
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Para estimar o tempo de meia-vida do biocatalisador, avaliando assim a sua
estabilidade operacional, os resultados experimentais, apresentados na Figura 5.18, foram
ajustados de acordo com o modelo de desativacdo de primeira ordem para o célculo da
constante de desativacdo (kd) e do tempo de meia-vida do biocatalisador, conforme as
Equacdes 4.7 e 4.8 descritas no item 4.3.8. O ajuste dos dados obtidos esta ilustrado na Figura
5.19.

-0,02 H y = -0,00499x + 0,00661
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Figura 5.19. Ajuste do modelo de desativagdo das células imobilizadas de M.
circinelloides 4182 na etandlise continua do 6leo de babacu conduzida em reator de
leito fixo (configuracdo geométrica 1:14 didmetro:altura) em regime de fluxo continuo
com tempo espacial de 86h e razdo molar oleo:alcool de 1:6.

Neste trabalho, um tempo de meia vida de 138,9 dias e um coeficiente de desativagéo
de 0,00499 h-1 foram estimados. Estes valores foram considerados bastante bons quando

comparados aos valores reportados na literatura (ANDRADE et al., 2014).
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo aperfeicoar os parametros de producdo de

biodiesel etilico através da rota enzimatica em reator de leito fixo e regime de fluxo continuo

utilizando células integras de Mucor circinelloides imobilizadas em espuma de poliuretano.

Os resultados obtidos demonstraram que:

>

As espumas de poliuretano sintetizadas apresentaram propriedades melhores que as
da comercial para aplicacdo na imobilizacdo de ceélulas integras de Mucor
circinelloides e subsequente aplicacdo em reacdes de producdo de biodiesel.

A biomassa imobilizada em pH 5,5 a 35°C em 96h e com 100 cubos de suporte
EPU3 foi a que apresentou resultados de conversdo mais elevados tanto para o reator
batelada (98%) como para o reator de leito fixo operando em sistema continuo (64 *
1,66 %) para um reator com razdo diametroaltura 1:1,2. Os resultados encontrados
foram superiores aos relatados na literatura tanto para o reator batelada como para o
reator de leito fixo e sistema continuo.

O melhor resultado em termos de rendimento no sistema continuo para o reator com
razdo diametro:altura 1:1,2 foi obtido com um tempo espacial de 86 h e razdo molar
6leo:alcool de 1:6, com 120 cubos de biomassa imobilizada e foi da ordem de 64 +
1,66 %, produtividade de 5,68 + 0,15 Mg ¢ster G meio N € 2% de perda de biomassa.
Os parametros otimizados no reator com razdo diametroaltura 1:1,2 foram
dimensionados para um reator com razdo diametro:altura 1:14 obtendo resultados
superiores de rendimento (86 + 3,53 %) e produtividade (7,57 = 0,31 Mg ¢ster).

O resultado apresentado em termos de produtividade (7,57 £ 0,31 mg ¢ster) TOi baixo
em comparacdo com os resultados na literatura, porém nesta reagdo uma alta perda
de biomassa (44,55 + 2,40 %) foi decorrente do alto fluxo da alimentacdo inicial do
substrato.

Apesar da baixa produtividade, o reator de leito fixo operando em sistema continuo
com razdo diametroaltura 1:14, apresentou resultados de rendimento (86 + 3,53 %)
superiores e mais proximos aos Vvalores obtidos no batelada com as mesmas
condicdes (98%) do que os reportados na literatura para 0 mesmo substrato, além de
um tempo de meia vida de 138,9 dias, valor trés vezes superior aos reportados em

trabalhos cientificos até entdo.
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7. RECOMENDAGCOES PARA TRABALHOS FUTUROS

»  Realizar o experimento do reator de leito fixo com razdo diametroaltura 1:14
operando em fluxo continuo, utilizando como vazdo de alimentacdo inicial do
substrato a mesma da reacdo (3,5 mL h™) para avaliar a perda de biomassa inicial e

seu impacto no rendimento e produtividade da reacdo.

»  Verificar o rendimento e a produtividade da reacdo bem como a estabilidade do
biocatalisador para o reator de leito fixo com razdo diametroalura 1:1,2 operando

em série (2 ou mais reatores).
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APENDICE A

Determinacdo das condi¢cBes reacionais para calculo da atividade hidrolitica da
biomassa imobilizada de M. circinelloides em suporte de poliuretano

A atividade enzimatica das células imobilizadas foi determinada pelo método de
hidrolise, conforme metodologia adaptada de Andrade et al. (2012) O substrato foi preparado
pela emulsdo de azeite de oliva e &gua nas proporcbes 10:90 e 25:75 com adicdo de goma
ardbica a 3% (m/v). Em frascos Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados: 5 mL de substrato,
4 mL de solucdo tampdo fosfato de sodio (0,1 M, pH 7,0) e 0,3 g de células imobilizadas
(massa seca). Os frascos foram incubados a 37°C por 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5; 10,0; 15,0 e 30,0
minutos, em banho termostatizado com agitacdo. Apos o periodo de incubacdo, a reacdo foi
paralisada pela adicdo de 10 mL de uma mistura de acetona, etanol e dgua destilada (1:1:1).
Os é4cidos graxos liberados foram titulados com solucdo de KOH 0,025 mol L™, utilizando
fenolftaleina como indicador. Um branco foi feito sem adicdo de biocatalisador para
identificar os &cidos graxos livres no inicio da reacdo Os célculos foram realizados pela
Equacdo 1 e uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera
lumol de acido graxo por minuto de rea¢do, nas condigdes do ensaio. As atividades foram
expressas em pmoles gt mint (U g'). Os &cidos graxos formados foram calculados pela

Equacdo 1 sem adivisdo pelo tempo de reacéo.

Ao (V, —V;)xC %1000
mxt

1)

Em que: Va = volume de KOH gasto na titulacdo da amostra (mL); Vg volume do KOH gasto
na titulacdo do branco (mL); C = molaridade da solucdo de KOH (mol L?); t = tempo de

reacao (min); Meeca = Massa seca (g).

Os resultados obtidos sdo apresentados na Figura 1 e na Tabela 1. De acordo com 0s
resultados apresentados, utilizou-se a faixa de valores crescentes para quantidade de acidos
graxos formados e baixo desvio padrdo para atividade hidrolitica dosada, para selecionar
como tempo ideal e fonte de carbono 5 minutos e 10% de Oleo de azeite de oliva

respectivamente.
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Figura 1. Acidos graxos formados em funcdo do tempo (min) dosados a partir da reacéo de
hidrolise do azeite de oliva utilizando como biocatalisador células integras de M. circinelloides
imobilizadas em espuma de poliuretano PU3 sintetizada.

Tabela 1. Atividade hidrolitica em fun¢do do tempo (min) dosada
a partir da reacdo de hidrolise do azeite de oliva utilizando como
biocatalisador células integras de M. circinelloides imobilizadas
em espuma de poliuretano PU3 sintetizada.

Atividade (U g})

Tempo 25% 10%
(min) Azeite Azeite
0 0,00 0,00
0,5 2850,64 + 13,51 2831,04 £ 8,41
1 1532,08 + 12,59 1504,49 + 9,91
2,5 680,48 + 0,73 682,14 £ 6,29
5 352,98 + 0,92 383,55 + 2,03
7,5 244,49 + 2,49 271,39 + 3,77
10 183,86 + 2,05 211,12 + 4,02
15 123,91+ 0,12 143,14 + 3,70
30 61,81 + 0,69 71,18 £ 0,22




APENDICE B

Tabela 1. Dados referentes aos ensaios de absor¢do de solventes pelas espumas PU3, PU9 e

Comercial.

Absorgao (Msolvente/Mespuma)

Solventes
PU3 Comercial
Etanol 11,0923 + 0,3879 13,6975 + 0,9367 27,1058 + 0,4052
Terc-Butanol 11,3654 + 0,4220 13,6521 + 0,8617 23,8707 + 0,6784

Tabela 2. Dados referentes aos ensaios de sor¢ao da agua pela espuma PU3.

Tempo (min) Massa média do conjunto (g) Sorcéo (Magua / Mespuma)
0 0,1448 + 0,0050 -
0,8038 = 0,0341 4,5589 * 0,3896
5 0,9651 + 0,0268 5,6661 + 0,0522
10 1,0848 + 0,0390 6,4993 + 0,4195
30 1,2706 + 0,0683 7,7806 £ 0,5379
60 1,4729 + 0,1027 9,0687 = 0,2737
120 1,5849 + 0,0118 90,8484 + 0,3810
1440 2,1100 £ 0,1197 13,4276 + 0,2048
2880 3,8316 =+ 0,1061 25,2162 + 0,3903
4320 5,1958 + 0,5378 32,4886 + 5,1035




Tabela 3. Dados referentes aos ensaios de sor¢ao da agua pela espuma PU9.

Tempo (min) Massa media do conjunto (g) Sorgéo (Magua / Mespuma)
0 0,1682 + 0,0173 -
1 0,9448 + 0,1038 4,6144 + 0,1616
5 1,0758 + 0,0172 5,4418 + 0,6902
10 1,1986 + 0,0440 6,1635 + 0,5899
30 1,4306 + 0,1253 7,5189 £ 0,3932
60 1,5728 £ 0,1226 8,3724 £ 0,4739
120 1,8129 + 0,0488 9,8366 + 0,8852
1440 2,8665 + 0,3168 16,0306 + 0,3206
2880 4,2762 + 0,6100 24,3531 + 1,3618
4320 4,9829 + 0,2307 28,7735 + 2,4545

Tabela 4. Dados referentes aos ensaios de sor¢ao da dgua pela espuma comercial.

Tempo (min) Massa media do conjunto (g) Sorgéo (Magua / Mespuma)
0 0,0396 + 0,0003 -
1 0,1991 + 0,0158 4,0289 + 0,4304
5 0,2345 + 0,0196 4,9239 + 0,5321
10 0,3045 + 0,0451 6,6942 + 1,1838
30 0,3718 + 0,0208 8,3888 + 0,5446
60 0,4594 + 0,0529 10,6056 + 1,3939
120 0,5722 + 0,0420 13,4522 + 1,1306
1440 0,8776 + 0,0591 21,1660 + 1,6001
2880 1,3927 + 0,0987 34,1815 + 2,7117
4320 1,4575 + 0,0815 35,8124 + 2,2450




APENDICE C

100 pm PU 3 Imobilizada WD= 20mm Signal A = SE1
pH 55 35°C Mag= 100X EHT = 20.00 kV EEL - USP

Figura 1. Microscopia eletronica de varredura da biomassa imobilizada
na PU3 (pH 5,5 e temperatura de 35°C).
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