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RESUMO

COSTA SILVA, W. Producao enzimética de biodiesel a partir de 6leos lauricos em
reatores de leito fixo duplo estagio incorporando coluna extratora do glicerol
formado como subproduto. 2013. 133p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) - Escola
de Engenharia de Lorena, Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2013.

O objetivo deste trabalho foi desenvolver um processo efetivo de sintese enzimatica de
biodiesel em reator de leito fixo, conectados em série, a partir de Oleos vegetais
operando em modo continuo. Para o desenvolvimento do projeto, foram selecionados
Oleos vegetais de baixo impacto na cadeia alimenticia, tais como 0Oleos de babacu,
macalba e coco que apresentam composi¢do predominantemente laurica (35-47%). A
enzima selecionada para conducdo dos experimentos foi a lipase microbiana de
Burkholderia cepacia imobilizada covalentemente em matriz hibrida silica-PVA com
comprovada eficiéncia na sintese de biodiesel a partir de diferentes matérias-primas
lipidicas. Todos os experimentos foram efetuados na auséncia de solventes a 50°C
utilizando etanol como doador do grupo acila. Foram testados reatores de leito fixo (um
estagio) e em série (dois estagios). A etapa inicial do trabalho consistiu em testes de
desempenho do reator (um estagio) verificando a influéncia das propriedades dos 6leos
vegetais no rendimento do processo e atividade do biocatalisador. Apesar do
biocatalisador ter apresentado elevado tempo de meia- vida > 373 h, nas condicbes
testadas, independente do dleo usado a concentragdo maxima de ésteres esperada nao
foi alcancada (68,2%) limitando os rendimentos para valores maximos de 87,5%. Para
contornar as restricdes identificadas foi adotada uma configuracéo de reator de leito fixo
dois estagios incorporando uma coluna recheada com resina catiénica (Lewatit GF 202)
para adsor¢do do glicerol formado como subproduto. O desempenho do reator foi
avaliado para substratos constituidos de 6leos lauricos na razdo molar 6leo: etanol de
1:12, definindo os limites de operacdo em termos de vazdo do substrato. Foi
quantificado o desempenho do sistema para 4 diferentes vazdes volumétricas
correspondendo a tempos espaciais entre 7 a 17h e determinadas para cada condicdo a
influéncia do tempo espacial na concentracdo de ésteres de etila formados, rendimentos
de transesterificacdo e produtividade. O funcionamento do sistema foi comprovado
quantitativamente para tempos espaciais no reator de 14h, fornecendo rendimentos de
transesterificacdo meédios de 95,9 + 4,1% e valores médios de produtividade de
41,5 + 1,5 mg.g".h™. As amostras de biodiesel purificadas apresentaram viscosidade
cinematica média de 5,5 + 0,3 mm?s™, valor que atende a norma americana ASTM
(D6751) e a brasileira pela resolugdo ANP n°14/2012. A lipase imobilizada em SiO,-
PVA foi estavel quanto a suas caracteristicas morfoldgicas e cataliticas revelando tempo
médio de meia—vida (ty,) superior a 500 h. O emprego da configuracdo de reatores de
leito fixo (PBR) em duplo estagio pode elevar os niveis de rendimento de
transesterificagdo, aumentar a produtividade de biodiesel, por consequéncia reduzir o
custo global do processo. As caracteristicas globais do desempenho do sistema continuo
proposto torna atrativa a continuidade dos estudos em escala ampliada de processo.

Palavras-chave: Transesterificacdo. Lipase. Etanol. Processo continuo. Oleos luricos.



ABSTRACT

COSTA SILVA, W. Enzymatic biodiesel production from lauric oils in a two-stage
packed-bed reactors incorporating extraction column to remove glycerol formed
as by-product.2013. 133p. (Master of Science) — Escola de Engenharia de Lorena,
Universidade de S&o Paulo, Lorena, 2013.

The aim of this study was to develop an effective enzymatic continuous process to
obtain biodiesel from vegetable oils in two-stage packed bed reactors. For this, non-
edible vegetable oils (babassu, macaw palm and coconut) having predominant lauric
acid (35-47%) composition were assessed. The selected enzyme was the microbial
lipase from Burkholderia cepacia covalent immobilized on hybrid matrix silica—PVA
(SiO,-PVA) which showed already satisfactory performance in the biodiesel synthesis
from different lipid feedstocks. All experiments were carried out in solvent free system
at 50°C using ethanol as acyl acceptor. Packed bed reactors (simple and two-stages)
were tested. Preliminary work was focused on the determination of the influence of the
properties of the vegetable oils on the process yield and biocatalyst activity using simple
packed bed reactor. Under the conditions used, the biocatalyst was found to have high
half-life time > 373 h and independent of the used oil the maximum concentration
expected esters was not reached (68.2%) limiting the maximum vyield to 87.5%. To
overcome such constraints a two-stage packed bed reactor incorporating a column with
cationic resins (Lewatit GF 202) to remove the glycerol formed as by-product was
proposed. The reactor performance was evaluated for substrates consisting of lauric oils
at molar ratio of oil-to-ethanol of 1:12, determining its operation limits in terms of
substrate flow rate. The system performance was quantified for four different flow rates
corresponded to spatial times from 7 to 17 h. For each condition, the influence of spatial
times in the ethyl esters formation, transesterification yields and productivities were
determined. The reactor operation was demonstrated for spatial time of 14 h, attaining
transesterification yields of 95.9 + 4.1% and productivities of 41.5 + 1.5 mg.g”-.h™.. The
immobilized lipase on SiO,-PVA was found to be stable regarding its morphological
and catalytic characteristics, showing half-life time (t;) higher than 500 h. Biodiesel
purified samples showed average kinematic viscosity of 5.5 + 0.3 mm2s™, value that
meets the criteria established by the American National Standard ASTM (D6751) and
Brazilian ANP resolution No. 14/2012. Therefore, the continuous packed-bed reactor
connected in series and glycerol separation system has a great potential for achieving
high level of transesterification yields, raising biodiesel productivity, consequently
decreasing industrial process cost. The performance characteristics of the proposed
continuous system made attractive to develop further studies aiming at scaling up the
process.

Keywords: Transesterification. Lipase. Ethanol. Continuous process. Lauric oils.
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1. INTRODUCAO

O biodiesel obtido a partir de fontes renovaveis constitui um dos combustiveis
alternativos mais interessantes, que esta sob intensa pesquisa e desenvolvimento em razédo
da sua baixa emissdo de poluentes e excelentes caracteristicas quimicas, como:
combustivel ndo tdxico, biodegradavel, e isento de enxofre, que pode ser obtido a partir de
plantas oleaginosas ou gordura animal (BASHA et al., 2009; YAAKOB et al., 2013). Além
disso, o biodiesel pode ser utilizado em qualquer motor a diesel convencional, ao contrario
dos combustiveis de origem fdssil. Os combustiveis fosseis emitem grandes quantidades de
poluentes ao meio ambiente, como: Oxidos de carbono, chumbo, nitrogénio e
hidrocarbonetos (DERMIBAS, 2009; YAAKOB et al., 2013).

Neste contexto, o biodiesel vem sendo explorado no mundo inteiro por apresentar
propriedades semelhantes ou melhores quando comparado as do petrodiesel, podendo
ainda ser utilizado puro ou misturado com diesel fossil (KARMAKAR; KARMAKAR,;
MUKHERJEE, 2012). A primeira tentativa em produzir biodiesel no Brasil foi conduzida
em 1940, quando ambos os ésteres metilicos e etilicos do 6leo da semente de algodao
demonstraram ser um biocombustivel alternativo que poderia substituir o petrodiesel
(POUSA; SANTOS; SUARES, 2007).

Desta forma, a pesquisa e o0 desenvolvimento do biodiesel brasileiro tém progredido
significativamente, de tal forma que o governo langou o Programa Nacional de Producdo e
Uso de Biodiesel (PNPB) em 13 de janeiro de 2005 Lei federal N° 11097 (POUSA,
SANTOS; SUARES, 2007). Esta lei estabelece a obrigatoriedade da introducdo do
biodiesel na matriz energética brasileira, sob a forma de uma mistura de biodiesel no diesel
féssil em proporcOes crescentes com perspectivas de alcancar a comercializacdao do diesel
contendo 8% de biodiesel (B8) a partir de 2014 (MENDES; COSTA, 2009).

Desta forma, constata-se um incremento na producdo anual de praticamente de zero
no final dos anos 1990 para aproximadamente 2.717.483 m*/ano em dezembro de 2012
(ANP, 2013). Em virtude disso, a industria nacional de biodiesel precisou melhorar o
sistema de producdo, de forma a torna-lo mais eficiente e ambientalmente favoravel
(QUINTELLA et al., 2009). Na busca por processos mais eficientes, a escolha da matéria-
prima graxa para a produgéo de biodiesel € muito importante. Para tanto, varios fatores tais

como disponibilidade, custo, propriedades de armazenamento e o desempenho como
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combustivel ird determinar o potencial de uma determinada matéria-prima em particular
para ser adotada na produgdo comercial de biodiesel (HAAS; FOGLIA, 2006). O Brasil é
um grande produtor de soja e 82% da producdo nacional de biodiesel provém desta
oleaginosa. Todavia a soja é uma das matérias-primas mais onerosas do mercado e além de
seu elevado custo, apresenta menor rendimento em termos 6leo por hectare. Dessa forma,
0 governo vem investindo intensamente na producdo de biodiesel a partir de culturas
ligadas a agricultura familiar — como mamona, pinhdo-manso, dendé, entre outras
(BIODIESELBR, 2012).

Industrialmente, o biodiesel é produzido pela transesterificacdo de dleos vegetais e
gordura animal com alcodis de cadeia curta usualmente metanol ou etanol por catalise
homogénea (alcalina ou acida) (HAYYAN et al., 2013). A catalise homogénea alcalina é
utilizada em maior proporc¢édo, devido ao seu baixo custo e altas taxas de conversdo, em
temperaturas relativamente baixas. Entretanto, existem inconvenientes, tais como
dificuldade de recuperacdo do catalisador e sua natureza corrosiva que € muitas vezes
prejudicial a vida atil do reator (LEUNG; GUO, 2006).

A substituicdo da catdlise homogénea pela heterogénea surge como uma rota
alternativa promissora, uma vez que atende a demanda por processos menos poluentes e
mais seletivos, em funcdo das vantagens que os catalisadores heterogéneos oferecem sobre
0s homogéneos classicos, incluindo fécil separacéo, poucos problemas com rejeitos, facil
manuseio e possibilidade de reuso (PINTO et al., 2005). Adicionalmente, catalisadores
heterogéneos podem simplificar os processos de producdo e purificacdo, diminuir o
volume de aguas residuérias, compactar o tamanho dos equipamentos de processo, reduzir

impacto ambiental e custo do processo (ZHANG et al., 2010).

Dentro da catalise heterogénea, a catalise enzimatica usando lipases surge como
uma opcao alternativa no processo de producdo de biodiesel ecologicamente correto. Para
que a catalise enzimatica possa competir com a rota quimica, alguns pontos de natureza
técnica devem ser considerados. As lipases, devido a sua natureza proteica, podem sofrer
ao longo da reacdo um processo de inativagcdo, como perda progressiva da atividade
catalitica. Por meio da imobilizacdo em suportes solidos, pode ocorrer um aumento na
estabilidade do catalisador, prolongando sua vida util. A imobilizacdo facilita a
recuperacdo da enzima do meio reacional, possibilitando sua posterior reutilizacéo
(SAUMANOU et al., 2013; ZHANG et al., 2012).



23

Considerando o crescimento da utilizagdo do biodiesel em @mbito mundial, ndo
somente pelo aspecto ambiental, mas, principalmente, por se tratar de uma fonte de energia
renovavel, a investigacdo do uso de lipases imobilizadas para producdo de biodiesel é de
relevante importancia como atestam os trabalhos desenvolvidos em escala de bancada (DA
ROS et al., 2012; DA ROS et al., 2013; FUKUDA et al., 2001; JEGANNATHAN et al.,
2008; SILVA et al., 2012; STAMENKOVIC, VELICKOVIC, VELIJKOVIC, 2011).

A grande maioria desses trabalhos tem sido direcionada para a selecdo de enzimas
adequadas e os testes de desempenho catalitico efetuados em reatores operando em regime
batelada em pequena escala de producdo, entretanto, em termos praticos, 0s processos que
envolvem enzimas imobilizadas sdo preferivelmente operados de forma continua (HALIM
etal., 2009; DORS et al., 2012; WANG et al., 2011). Este sistema, quando comparado com
0 processo em batelada, apresenta vantagens técnicas, por possibilitar o controle

automatico, ser mais facil de operar e favorecer o controle de qualidade do produto.

Vérias configuracdes de reatores tém sido usadas em estudos com lipases
imobilizadas, entre as quais o leito fixo ou empacotado tem sido tradicionalmente usado,
devido a sua alta eficiéncia, baixo custo e facilidade de construcdo e operacdo. Ele requer
um minimo de equipamentos auxiliares e é muito eficiente. Esse tipo de reator usualmente
proporciona uma maior area superficial para a reacdo, por unidade de volume, do que um
reator de membrana e ndo tém a desvantagem das elevadas tensdes de corte devido a
agitacdo mecanica (HALIM et al., 2009; LEE et al., 2010; WANG et al., 2011).

Com base na potencialidade dessa configuracdo de biorreator para conduzir reacfes
catalisadas por lipases (DORS et al., 2012; FREITAS et al., 2010; SIMOES, 2011), foi
selecionada a configuracdo de dois reatores de leito fixo conectados em série, com a
incorporacdo de coluna extratora de glicerol entre os reatores, para o desenvolvimento
deste projeto. A presente proposta inclui ainda o uso de dleos vegetais lauricos como 0s
0leos de babacu, macauba e coco, devido ao baixo impacto dessas matérias-primas no setor
alimenticio. Como doador do grupo acila foi utilizado etanol em funcdo das vantagens
oferecidas em relacdo ao metanol (STAMENKOVIC, VELICKOVIC, VELIKOVIC,
2011). Desta forma, o presente projeto teve como enfoque desenvolver uma tecnologia
viavel de producéo de biodiesel por etandlise de 6leos vegetais lauricos mediada por lipase

imobilizada em reator de leito fixo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Biodiesel e o cenario energético

Em razdo da constante alta dos precos do barril de petréleo, aliada a questbes
ambientais, e o elevado consumo de combustiveis fosseis, e por consequéncia, a
diminuicdo das reservas de petrleo, muitos paises estdo procurando diminuir a
dependéncia sobre os combustiveis fosseis, pela produgdo de biocombustiveis empregando
Oleos vegetais, tais como os 0Oleos de coco, palma, canola, soja, macaiba e o pinhéo-
manso, como matéria-prima (BRUNSCHWING; MOUSSAVOU; BLIN, 2012; CAO et al.,
2009; HOSSAIN; DAVIES, 2010; NOUREDDINI; ZHU, 1997; TUPUFIA et al., 2013).

Oleos vegetais e gordura animal foram investigados como combustivel para
motores diesel bem antes da crise energética da década de 1970, e no inicio de 1980
ocorreu o interesse de utilizd-los como matérias-primas na producdo de combustiveis
alternativos. E também conhecido que Rudolf Diesel (1858-1913), o inventor do motor que
leva seu nome, tinha algum interesse por esses combustiveis. Os 6leos vegetais foram
usados como combustivel de emergéncia e outros propdsitos durante a Segunda Guerra
Mundial (KNOTHE, 2006).

O grande problema é a viscosidade cinematica que é muito maior do que o diesel
derivado do petr6leo. Sendo que, a alta viscosidade leva a fraca atomizacdo do combustivel
no motor, combustdo incompleta com elevada emisséo de poluentes, deposi¢éo de carbono,
e entupimento dos bicos injetores do motor. Para solucionar estes problemas, a reacdo de
transesterificacdo vem sendo investigada na producdo de biodiesel (KARMAKAR;
KARMAKAR; MUKHERJEE, 2010).

A transesterificacdo € uma reacao na qual 6leos vegetais ou gordura animal reagem
com alcodis de cadeia curta como metanol ou etanol para produzir biodiesel e glicerol
(QUINTELLA et al., 2009; KARMAKAR; KARMAKAR; MUKHERJEE, 2010). O
biodiesel produzido a partir de 6leos vegetais precisa passar por um intenso controle de
qualidade, antes da sua comercializacdo. Portanto, € importante 0 monitoramento das
propriedades fisico-quimicas do biodiesel por meio de normas estabelecidas, tais como na
Europa a EN 14214 e nos Estados Unidos a ASTM D6751 que limitam a quantidade de
contaminantes permitida no biodiesel (KNOTHE, 2006).
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No Brasil, 0 mesmo ¢ realizado na Resolugdo N°14/2012 da ANP, a especificacdo
brasileira é similar & européia e americana, com alguma flexibilidade para atender as
caracteristicas das matérias-primas nacionais. Alguns itens a ANP ndo estabeleceu um
valor maximo ou minimo, conforme mostrado na Tabela 2.1. O objetivo da Resolugédo
N°14/2012 da ANP é adequar o produto as necessidades do mercado, visando a sua
comercializacdo e contribuicdo para a selecdo da matéria-prima mais adequada na

producdo de biodiesel de qualidade.

Tabela 2.1. EspecificacBes para ésteres metilicos e etilicos de acordo com as normas Brasileira,
Americana e Européia.

Caracteristicas Unidade Normas
ANP/ASTM/ EN ISSO
Massa especifica a 20°C kg.m? 850-900/-/860-900°
Viscosidade Cinematica a 40°C mm?.s* 3,0-6,0/1,9-6,0/3,5-5,0
Teor de 4gua, max. mg.kg™ 500/-/500
Contaminagdo total, max. mg.kg™ 24/-124
Ponto de fulgor, min. °C 100/130/120
Teor de éster, min. % m.m™* 96,5/—/96,5"
Teor de enxofre, max. % m.m™* 50/15(500)/10
Numero de cetano, min. - Anotar/47/51
indice de acidez, max. mg KOH.g™ 0,50/0,50/0,50
Glicerol livre, max. % m.m* 0,02/0,02/0,02°
Glicerol total, méx. % m.m™* 0,25/0,24/0,25"
Metanol ou etanol, max. % m.m* 0,2/-/0,2°
indice de iodo, max. g.g".107? Anotar/—/120
Estabilidade oxidativa (110°C) min. H 6/-/16

ANP- Norma Brasileira; ASTM-Norma americana; EN 1SO- Norma européia
Fonte: ANP (2012); Brunschwing; Moussavou; Blin (2012).

2.2. Matérias-primas lipidicas para a producéo de biodiesel

As matérias-primas graxas tipicas para a producdo de biodiesel sdo os Oleos
vegetais refinados. Neste grupo, a escolha da matéria-prima varia de localizacdo e
disponibilidade, a matéria graxa mais abundante é geralmente a mais comumente utilizada
(HASS; FOGLIA, 2006).

A escolha da matéria-prima mais apropriada para a producdo de biodiesel pode ser
um dos principais problemas no setor. O Brasil surge como promissor produtor de

biodiesel em virtude da sua disponibilidade em diferentes plantas oleaginosas como:
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pinhdo-manso, soja, girassol, amendoim, macalba, babacu, canola e buriti (LOPES;
NETO, 2011). No Brasil, 82% de biodiesel produzido utiliza soja como principal matéria-
prima, umas das matérias-primas mais caras deste mercado. Além disso, a soja é uma das
oleaginosas que menos rende 6leo por hectare cultivado, conforme mostra a Tabela 2.2
(BIODIESELBR, 2012; ANP, 2012).

E importante ressaltar que o custo associado a matéria-prima corresponde a 80% do
custo total de biodiesel, além do mais, a produtividade obtida com o uso da soja ndo €
muito favoravel, produzindo cerca de 700L biodiesel/ha, cerca de um terco do total

produzido por outros tipos de matérias-primas lipidicas.

Tabela 2.2 Principais plantas oleaginosas usadas na producéo de biodiesel.

Plantas do biodiesel Soja Mamona Girassol Babacu Dendé
(%) de 6leo 18 45-50 38-48 66 22
Rendimento

200-400 500-900 500-1900 100-300 3000-6000
kg de 6leo/hectare

Fonte: BIODIESELBR (2012); ANP (2012).

Alem da preocupagdo econdmica, existem outros pontos a serem considerados no
uso da soja na producdo nacional de biodiesel, tais como o impacto sobre o preco dos
alimentos. O Brasil ainda preserva grandes areas disponiveis para fins agricolas,
produzindo 85 milhGes de toneladas de soja na safra 2011/2012. Devido a importancia da
soja como fonte de alimentacdo humana, alguns pesquisadores consideram que o uso da
soja para produzir biodiesel constitui um erro semelhante a producédo de etanol a base de
milho (DA COSTA et al., 2010). Neste contexto, o Programa Nacional de Producdo e Uso
de Biodiesel (PNPB), visando a incluséo social de familias rurais, adotou como prioridade
0 desenvolvimento de uma base tecnoldgica para produzir sementes oleaginosas com
elevada produtividade, portanto, dando todo suporte & produgdo de biodiesel, ndo s6 do
ponto de vista econdmico, mas também do ponto de vista social, por apoio ao agronegocio
familiar (ANP, 2012).

Apesar da ampla diversidade de matérias-primas disponiveis para a producdo de
biodiesel, é importante ressaltar que suas propriedades quimicas e fisicas estdo diretamente
associadas a qualidade do produto final (SARAF; THOMAS, 2007). Visto que, os 6leos
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vegetais e gorduras animais sdo constituidos de triglicerideos, sendo estes triésteres
resultantes da ligacdo entre glicerol e &cidos graxos. Logo, a qualidade dos ésteres
alquilicos obtidos pela reacdo de transesterificacdo depende das caracteristicas estruturais

dos écidos graxos da matéria-prima precursora (AVILA; SODRE, 2012).

Em geral, ésteres alquilicos de &cidos graxos podem ser produzidos a partir de
qualquer tipo de matéria-prima oleaginosa, mas nem toda matéria-prima pode ser utilizada
para a producdo de biodiesel que atenda as especificacdes internacionais. Isso porque
algumas delas apresentam propriedades ndo ideais que sdo transferidas para o
biocombustivel e que o torna inadequado para uso direto (B100) ou misturado em variaveis
propor¢des ao diesel em motores do ciclo Diesel. Uma propriedade indesejada é a baixa
estabilidade a oxidacdo, que torna o armazenamento do biodiesel mais complexo e

compromete o seu uso direto em motores (KNOTHE, 2006).

A producdo de biodiesel a partir do 6leo de babacu vem sendo intensivamente
estudada (FREITAS et al., 2009; DA ROS et al., 2010; SIMOES, 2011). Outras culturas
que vem atraindo grande atencdo de pesquisadores € a macauba e coco, oleaginosas nativas
das regides Nordeste e do cerrado Brasileiro. Alves; Medeiros; Suarez (2010) estudaram a
metandlise do dleo de macauba e reportaram rendimentos préximos a 98% em biodiesel
metilico. Ribeiro et al. (2012) investigaram a transesterificagdo do 6leo de coco na sintese
de biodiesel, empregando a lipase comercial Novozym 435 como catalisador e etanol. Os
melhores rendimentos foram da ordem de 80,5% em ésteres etilicos. Em funcdo dos
resultados promissores obtidos, os 6leos de babagu, macauba e coco foram selecionados

para o desenvolvimento deste projeto.

2.2.1. Oleo de babagcu

Babacu é uma palmeira (até 20 m de altura) encontrada naturalmente no Brasil e na
Colombia. Os principais produtos sdo frutos— pequenos cocos que ficam pendurados em
cachos, quatro cachos por arvore e por estacdo, com 15 a 25 frutos de coco cada. O nome
babacu refere-se a trés espécies diferentes da familia Palma: Scheelea, Attalea e Orbigneja
onde o nome de babacu geralmente se refere a espécie Orbignya phalerata. Os frutos séo
elipsoides pesando 90—280g. Externamente, ele apresenta fina casca (o epicarpo), que
envolve uma camada secundéria (0 mesocarpo), e como um nucleo do coco ha o endocarpo

com 3—4 améndoas, a partir do qual é extraido o 6leo (Figura 2.1).
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O nordeste brasileiro possui uma érea de cerca de 12 milhdes de hectares plantados
com babacu, sendo que a maior parte estd concentrada no estado do Maranh&o.
Mensalmente séo extraidos em torno de 140.000 t de améndoas destes babacuais (SOLER,;
VITALI; MUTO, 2007). Outras regides brasileiras onde sdo encontradas sdo Norte e a
Central. Na regido Sudeste apenas o estado de Minas Gerais possui uma area expressiva de
babacu plantada (LOPEZ; NETO, 2011). Contudo, o potencial do babagu continua
inexplorado, sendo possivel o aproveitamento econdmico para producdo de carvéo, 6leo
combustivel, gés, e lubrificante. No que tange a producdo de 6leo combustivel, o éleo de
babacu apresenta caracteristicas excelentes para producdo de biodiesel, devido sua

composic¢do ser predominantemente laurica.

a o oo

Figura 2.1. Transversal (a) e Longitudinal (b), cortes do coco de babagu. Componentes a partir da
parte externa para a interna: a—epicarpo; b—mesocarpo; c—endocarpo ¢ d—améndoa; e—fruto in
natura.

Fonte: Teixeira (2008); Lopes; Neto (2011)

Esta caracteristica facilita a reacdo de transesterificacdo, pois os ésteres lauricos sdo
compostos de cadeias curtas que interagem mais efetivamente com o agente acilante e com
o catalisador, de modo a se obter um produto, biodiesel, de excelentes caracteristicas
fisico-quimicas (LIMA et al., 2007).

2.2.2. Oleo de macauba

Macauba (Acrocomia aculeata) € uma palmeira espinhosa, com mais de 16m de
altura, ¢ uma oleaginosa nativa também do Cerrado brasileiro, em particular no estado de
Minas de Gerais. O fruto de macauba apresenta forma esférica, com um didmetro na faixa
de 3 a 6 cm. O fruto é composto por epicarpo (casca), mesocarpo (polpa), um ndcleo
(castanha) envolvendo uma ou duas améndoas, conforme Figura 2.2
(MACAUBABRASILVENDAS, 2013).
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Figura 2.2. Partes que comp8em o fruto da macaiba
Fonte: Macaubabrasilvendas (2013)

Esta cultura apresenta grande potencial para producédo de éleo com vasta aplicacdo
nos setores industriais e energéticos, com vantagens sobre outras oleaginosas,
principalmente, com relacdo a sua maior rentabilidade agricolas e producdo total de dleo.
Dessa forma, a macauba ganha impulso na busca por matérias-primas alternativas em face
da crise energética (DA MOTTA et al., 2002). A macalba apresenta potencial para
produzir até 30 t fruto ha™. ano™, com contetido de 6leo entre 23 a 34% em relacdo & massa

seca do fruto.

Tanto a polpa quanto a améndoa tem elevada proporcdo de Oleo, contudo, a
composi¢do quimica em &cidos graxos é diferente. A polpa apresenta alto contetdo de
acidos graxos livres, por isso, ele é normalmente empregado na producdo de sabdo
(FORTES; BAUGH, 1999). A Tabela 2.3 mostra a distribuicdo dos &cidos graxos
presentes no fruto da macauba. No 6leo da améndoa, o acido graxo predominante é o
laurico (~37,78%), seguido do oleico (~28,50%).

A composicédo é similar ao de outras améndoas, tais como 6leo de babagu e coco.
Como ocorre para outros 0Oleos lauricos observa-se a presenca significativa de acidos
graxos de média massa molecular como C14:0, C10:0 e C8:0. Anélise da composicao
quimica indica que a alta estabilidade oxidativa do 6leo da améndoa é favoravel para

producéo de biodiesel.

Quanto aos outros usos do 6leo da améndoa, é de grande interesse tanto na industria
cosmeética, quanto na oleogquimica e na de alimentos, em funcdo do amplo uso de gorduras

lauricas na producdo de massas e sorvetes (DUARTE et al., 2010).
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Tabela 2.3. Composi¢do em acidos graxos presentes na améndoa e na polpa do fruto de macauba.

. % (m.m™)
Acido graxo (AG) -
Améndoa Polpa

(C8:0) Acido caprilico 4,1 -
(C10:0) Acido caprico 3,9 --
(C12:0) Acido laurico 37,8 -
(C14:0) Acido miristico 9,7 --
(C16:0) Acido palmitico 7.9 17,6
(C16:1) Acido palmitoleico - 35
(C18:0) Acido esteérico 3,6 2,5
(C18:1) Acido oleico 28,5 58,6
(C18:2) Acido linoleico 4.4 16,1
(C18:3) Acido linolénico -- 1,7
AG saturados 67,1 20,1
AG insaturados 32,9 79,9

Fonte: Duarte et al.(2010)

Nesse contexto, o 6leo da améndoa de macalba vem despertando interesse na
comunidade académica, no emprego desta como matéria-prima na producdo de biodiesel,
visto que apresenta um perfil semelhante ao 6leo de babacu de consolidada vantagens na
producdo de biodiesel. Contudo, em fungdo do seu maior grau de acidos graxos insaturados
na cadeia trigliceridica, o 6leo da améndoa apresenta menor ponto de fusdo,
consequentemente cristaliza-se em temperatura mais baixa quando comparado com o 6leo

de babacu.
2.2.3. Oleo de coco

O coqueiro (Cocus nucifera L.) oferece as mais diversas possibilidades de
utilizacdo, desde a agroindudstria quanto a quimica fina. O contetdo do 6leo na polpa é
superior a 60 % , 0 que equivale a uma producdo de 500 a 3000 kg de éleo/ha. Quanto aos
acidos graxos, ocorre predominancia do acido laurico, muito usado na industria de
cosméticos e sabdes (ARAUJO; CARVALHO; SOUSA, 2009). Em relacio a sua
composicdo em acidos graxos, o 6leo de coco apresenta caracteristicas semelhantes ao

babacu, predominantemente laurica (~ 48%).

De acordo com LIMA et al. (2007) 6leos com predominancia laurica podem

fornecer um produto, biodiesel, de excelentes caracteristicas fisico-quimicas, em razéo dos
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ésteres lauricos serem compostos de cadeias curtas que interagem mais efetivamente com o

agente acilante e com o catalisador.
2.3. Agente acilante

A reacdo de transesterificacdo pode ocorrer na presenca de moléculas reativas
chamadas acil-aceptores (agente acilante), tais como alcodis e acetatos. Os agentes
acilantes sdo em sua maioria: i) alcodis primarios ou secundéarios de cadeia curta contendo
entre 1 a 8 atomos de carbono, ou ii) acetatos, tais como acetato de metila
(BRUNSCHWIG; MOUSSAVOU; BLIN, 2012). Os alcoois que conferem os melhores
resultados de conversdo de biodiesel sdo os alcodis ndo ramificados, com baixo
impedimento estérico, tais como metanol, etanol, propanol, butanol e alcool amilico, por
apresentar intermedidrios com menor energia de ativacdo (LEUNG; WU; LEUNG, 2010;
MA; HANNA, 1999).

O metanol e etanol séo os agentes acilantes empregados mais frequentemente,
sendo que o etanol é o alcool preferido no processo de transesterificagdo em comparacgéo
com o metanol, por ser derivado de produtos agricolas, de fontes renovaveis e
ecologicamente mais favordvel ao meio ambiente. Entretanto, em escala industrial,
metanol é mais frequentemente empregado, devido seu menor custo e vantagens fisico-
quimicas (maior polaridade e reatividade) (DEMIRBAS, 2005).

A Tabela 2.4 permite uma melhor avaliagdo das vantagens e desvantagens da
utilizacdo do metanol ou etanol como agentes acilantes na obtencao de biodiesel. Verifica-
se que a opcao de utilizacdo de etanol no Brasil € bastante atrativa devido a grande vocacéo
agricola e a ja consolidada industria do etanol no pais (COSTA; OLIVEIRA, 2006).

Comparando-se com o biodiesel metilico, o biodiesel etilico tém maior estabilidade
oxidativa, menor indice de iodo e melhores propriedades de lubricidade. Além do mais,
biodiesel obtido via etanol apresenta menor ponto de névoa e fluidez, que melhora a
combustdo no motor em baixas temperaturas e, 0os atomos extras de carbono trazidos pela
molécula de etanol aumentam ligeiramente o calor de combustdo e o nimero de cetano
(STAMENKOVIC; VELICKOVIC; VELJKOVIC, 2011).
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Tabela 2.4. Comparagéo das vantagens e desvantagens do metanol e etanol como agentes acilantes
na obtencdo de biodiesel.

Vantagem

Desvantagem

Metanol

* O consumo de metanol no processo
de transesterificacdo é cerca de 45%
menor que o do etanol anidro.

* O preco do metanol ¢ quase a
metade do preco do etanol.

* E mais reativo.

 Para uma mesma taxa de conversio,
o0 tempo de reacdo utilizando o
metanol é menos da metade do tempo
de quando se emprega o etanol.

* Os equipamentos da planta
operando pela rota metilica tém cerca
de um quarto do volume dos
equipamentos em comparagdo com a
rota etilica, para uma mesma
produtividade e qualidade.

* Apesar de poder ser produzido a
partir da biomassa, é
tradicionalmente um produto de
origem fossil.

« E bastante toxico

* Maior risco de incéndios. Chama
invisivel.

* Transporte € controlado pela Policia
Federal, por se tratar de matéria-
prima para extracdo de drogas.

* A capacidade atual de producao
brasileira de metanol s6 garantiria o
estagio inicial de programa de ambito
nacional.

Etanol

*Producao alcooleira no Brasil
consolidada.

* Produz biodiesel com maior indice
de cetano e maior lubricidade, se
comparado ao biodiesel metilico.

* Produz um combustivel 100%
renovavel

» Gera ainda mais economia de
divisas.

* Néo € toxico como o metanol.
* Menor risco de incéndios.

* Os ésteres etilicos possuem maior
afinidade com a glicerina,
dificultando a separacao.

*Possui azeotropia quando misturado
em &gua, requerendo gastos
energéticos elevados na etapa de
desidratacéo.

* Dependendo do preco da matéria-
prima, o custo de producdo de
biodiesel etilico pode ser até 100%
maior que o metilico.

Analisando a Tabela 2.5, fica claro que a qualidade do biodiesel obtido via etanol é

similar ao biodiesel metilico. Em virtude das razdes mencionadas justifica-se o emprego do

etanol como agente acilante no processo de obtencdo de biodiesel, em fungdo do menor

impacto ambiental.
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Tabela 2.5. Caracteristicas fisico-quimicas do biodiesel metilico (EM) e etilico (EE) de diferentes
matérias-primas.

) Ponto de Ponto de
Fonte de Ester névoa entupimento do NuUmero
TAG alquilico . filtro de cetano
(°C) 0)
. . EM 2 -3 -
Oleo de soja EE 0 5 i
Oleo de mamona EM ] 0 43,90
EE - 0 43,80
. . EM - 1 67,60
Oleo de girassol EE i 1 69,00
Norma EN 14214 - - -6 a4 +5 > 51

Fonte: Stamenkovic; Velickovic; Veljkovic (2011).

2.4. Método de obtencéo do biodiesel

O uso direto de 6leos vegetais em motores a diesel causa acimulo de gomas nas
partes internas do motor, devido a presenca de fosfolipidios presentes nos 6leos vegetais. A
fim de evitar incrustacBes nos motores, um método alternativo consiste na modificacéo
quimica dos O&leos vegetais pela transesterificacdo na obtencdo de biodiesel
(BRUNSCHWING; MOUSSAVOU; BLIN, 2012). Transesterificacdo, também
denominada de alcoodlise, é o0 método mais comumente utilizado no processo de obtencdo
de biodiesel (FUKUDA; KONDO; NODA, 2001).

A transesterificacdo € uma reacdo quimica, que consiste em uma série de reagdes
consecutivas e reversiveis, como ilustra a Figura 2.3. O primeiro estagio é a conversdo dos
triglicerideos em diglicerideos, seguido da conversdo dos diglicerideos em
monoglicerideos, e os monoglicerideos em glicerol, gerando uma molécula de metil ou etil
éster a partir de cada glicerideo em cada etapa (SHAHID; JAMAL, 2011).
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i i
HJC*O/J\Rl HQC—D/J\‘RI
0 o o}
)l\ catalisador /J\ )_I\
CH—O Ry + R—O0OH =—7—= R—0O Ry + CH—O Ry
X
H,L—07 TRy H,C——OH
Triglicerideo Alcool Ester Diglicerideo
o]
H:c—o}\ﬁ‘ H,C—OH
o] 0 P
/‘k catalisador /U\ /J\
CH—O Ry + R—OH == R—O Ry + HC—O Ry

H,C——OH H,C—OH
Diglicerideo Alcool Ester Monoglicerideo
H,C—OH H,C—OH
o) )
/IJ\ catalisador ﬂ\
TH 0" ™R, + R—OH =——= R—0 "Rz + HC—oOH
H,C——OH H,C——OH
Monoglicerideo Alcool Ester Glicerol

Figura 2.3. Mecanismo da reagdo de transesterificacdo do triglicerideo com alcool, na presenca de
um catalisador, envolvendo as trés reacGes consecutivas e reversiveis de formagdo dos ésteres
alquilicos.

Fonte: Fukuda; Kondo; Noda (2001)

Consequentemente, para completar a reagdo de transesterificacao,
estequiometricamente, a razdo molar alcool: 6leo € 3:1. Na pratica, para alcancar
rendimentos maximos de ésteres, a razdo molar precisa ser superior a razao
estequiométrica. Em virtude da reversibilidade da reacdo, excesso de alcool € utilizado
para favorecer o deslocamento do equilibrio para formacdo do produto (biodiesel)
(ENWEREMADU; MBARAWA, 2009). As vantagens e desvantagens da reacdo de

transesterificacdo na obtencdo do combustivel biodiesel sdo apresentadas na Tabela 2.6.

Uma vez que a reacdo é finalizada, geralmente, duas fases coexistem, uma fase rica
em ésteres e outra fase rica em glicerol, sendo separadas simplesmente pela gravidade ou
por outros métodos, tais como centrifugacdo ou filtragdo por membranas. No caso da
etandlise (transesterificacdo via etanol), uma fase Unica pseudo-homogénea é comumente
observada. Dessa forma, o meio reacional € purificado para eliminar contaminantes como o
glicerol, o alcool residual, o -catalisador, sabbes e glicerideos (BRUNSCHWIG;
MOUSSAVOU; BLIN, 2012). A reacdo de transesterificacdo é realizada, geralmente, em

presenca de um catalisador para acelerar a velocidade reacional. A rota catalitica estudada
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e apresentada na literatura na producdo dos ésteres alquilicos é classificada em catalise
quimica e bioquimica (LAM; LEE; MOHAMED, 2010).

Tabela 2.6. Quadro comparativo das principais vantagens e desvantagens na reacdo de
transesterificacdo de dleos vegetais na obtencao de biodiesel.

Transesterificacdo
Vantagens Desvantagens

Propriedades do combustivel
préximas ao diesel

Baixo teor de AGL e agua (catélise alcalina)

i n n Geracao de poluentes (etapas de neutralizacao
Elevada eficiéncia de conversao ¢ P (etap ¢

e lavagem)
Adequado para escala industrial e Formacao de subprodutos e dificuldade
baixo custo de separacdo dos produtos
Reacdo rapida Elevado consumo de energia

Fonte: Atanabi et al. (2012).
2.5. Catélise quimica de 0leos vegetais

A catalise alcalina € rapida, mas € influenciada pelo conteddo de agua e acidos
graxos livres presentes no 6leo vegetal ou gordura animal. Os &cidos graxos livres podem
reagir com o catalisador basico, formando sabdo. O sabdo ndo somente reduz o rendimento
de ésteres alquilicos, como também aumenta a dificuldade na separacdo do biodiesel e
glicerol, assim como na agua de lavagem devido a formacdo de emulsdo (KARMAKAR;
KARMAKAR; MUKHERJEE, 2010). Os catalisadores alcalinos mais frequentes
utilizados séo hidréxidos de sédio e de potassio, e alcdxidos. Os alcdxidos sdo mais caros e
dificeis de manusea-los, contudo, a sua utilizacdo reduz a quantidade de agua liberada na
reacao, por consequéncia, ocorre menor formacao de sabdo, o que aumenta a eficiéncia da
reacdo (VICENTE; MARTINEZ; ARACIL, 2004; VALLE et al., 2009).

Os catalisadores acidos sdo caracterizados pela baixa velocidade de reacdo e
elevadas quantidades de alcool. Normalmente, a catélise acida é utilizada quando a
matéria-prima lipidica apresenta alto teor de acidos graxos livres e agua. O processo de
catalise acida requer grande excesso de alcool, portanto, o reator onde ocorre a reacédo de
transesterificacdo e a coluna de destilacdo alcalina sdo maiores do que no processo de
catélise alcalina, para as mesmas condi¢des de operagdo. Alta eficiéncia de conversdo na
transesterificacdo via catélise &cida pode ser alcancada, aumentando a razdo molar &lcool:

Oleo, temperatura reacional, concentracdo de catalisador e tempo de reacdo
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(KARMAKAR; KARMAKAR; MUKHERJEE, 2010). Entretanto, os acidos sdo altamente
corrosivos e requerem equipamentos mais sofisticados (BRUNSCHWIG; MOUSSAVOU;
BLIN, 2012).

Desta forma, as plantas tradicionais de biodiesel utilizam com maior frequéncia a
transesterificagdo alcalina (KAIEDA et al.,, 1999; MEHER; SAGAR; NAIK, 2006;
SRIVASTAVA; PRASAD, 2000; ZHANG et al.,, 2003), onde matérias-primas com
elevado conteudo de agua e &cidos graxos livres (AGL) precisam de pré-tratamento
empregando catalisadores acidos, a fim de esterificar os AGL (FREEDMAN et al., 1984;
KAIEDA et al., 1999; ZHANG et al., 2003), conforme ilustrado na Figura 2.4. O pré-
tratamento é necessario para evitar a formacdo de sabdo durante a reagdo e facilitar a
separacdo do biodiesel e glicerol, e o catalisador remanescente das aguas residuarias
alcalinas. Portanto, grandes quantidades de agua residuarias sdo produzidas durante o
processo, em torno de 0,2 t por ton.de biodiesel produzido (SUEHARA et al., 2005).

Metanol Metanol 'on‘ .&gua

e oy Agua
sto4 sto4 l
)' 0—] l
Oleo com acidos

graxos livres

Biodiesel

.-igua, sabio

Metanol, glicerol, R
glicerol

sabdo

Glicerol, sabao
para purificacio

’

Figura 2.4. Processo tradicional de producdo de biodiesel com etapa de pré-tratamento com
catalisador acido seguido pela catalise alcalina. (A) Reator; (B) Separacdo sabado/borra/glicerol
(centrifuga ou decantador); (D) Purificagdo do produto e recuperagdo do alcool.

Fonte: Fjerbaek; Christensen; Norddahl (2009).

Deste modo, o tratamento de &guas residuarias e eventual necessidade de
reutilizacdo de &gua, constitui um problema grave tanto do ponto de vista do consumo de

energia quanto do ponto vista ambiental. Contrario aos catalisadores alcalinos, enzimas
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ndo promovem formacéo de sab&o e podem esterificar tanto AGL quanto triglicerideos, em
uma Unica etapa, sem a necessidade de etapas subsequentes de lavagem (FJERBAEK;
CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009). Portanto, a catalise enzimatica surge como uma

rota alternativa na producéo de biodiesel em escala industrial AL-ZUHAIR et al.,2011).

2.6. Catalise enzimética

Enzimas tém sido propostas para superar os inconvenientes da catalise quimica na
producdo de biodiesel. Na catalise enzimatica, as etapas do processo sao similares as da
catalise quimica, entretanto, ocorre reducdo na geracdo de aguas residudrias, além de que
ndo é necessario o emprego de colunas de destilacdo na separacdo do glicerol formado no
processo (SEVERSON; MARTIN; GROSSMANN, 2013). Lipases, como potenciais
biocatalisadores, estdo sendo amplamente investigados em fungdo de seus beneficios ao
meio ambiente, comparados com outros métodos tradicionais de producdo de biodiesel
(AKOH et al., 2007).

O mérito da catalise bioquimica inclui: (a) operacdo em condi¢cBes amenas, iSSO
implica um menor consumo de energia; (b) maior diversidade na selecdo da matéria-prima,
incluindo 6leos usados com elevado teor de acidez; (c) maior facilidade de separacdo do
meio reacional, se a enzima estiver imobilizada; (d) facilidade nas etapas subsequentes de
separacdo e purificacdo do biodiesel; e (e) menor emissdo de poluicdo e processo
ambientalmente favoravel (KUMARI; SHAH; GUPTA, 2007; ZHANG et al., 2012).

Porém, a enzima livre como biocatalisador apresenta algumas desvantagens, tais
como alto custo, baixa estabilidade e impossibilidade de reutilizacdo. Dessa forma, um
importante avanco foi o surgimento da técnica de imobilizacdo de enzima, que permitiu
melhorar a estabilidade operacional da enzima e sua reutilizacdo no processo de producao
de biodiesel (DA ROS et al., 2012; DA ROS et al., 2013; FREITAS et al., 2009; FREITAS
etal., 2011; PAULA et al., 2010; PAULA et al., 2008; PAULA et al., 2007; SILVA et al.,
2012).

Alguns resultados foram reportados na literatura, Da ROs et al. (2012), alcangaram
éxito na reacdo de transesterificagdo do 6leo de babacu catalisada pela lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em matriz hibrida de silica-PVA, com rendimento de
ésteres etilicos obtidos em 100%. Lee et al. (2010) utilizaram uma mistura de lipase de

Candida rugosa e Rhizopus oryzae imobilizada em silica gel, obtendo rendimentos acima
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de 90% para 108 h de reacdo em sistema de reator continuo. Li et al. (2011) investigaram a
reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja, empregando como catalisador lipase B.
cepacia imobilizada em nanofibras de poliacrilonitrila, alcancando rendimento de 90%

apos 24 h de reacao.

Os resultados reportados demonstraram a possibilidade de utilizagdo da enzima
imobilizada por longos periodos de reacdo, bem como a viabilidade do seu reuso, o que

reduz os impactos econémicos nos custos do processo.
2.6.1. Lipases

Lipases (triacilglicerol acilhidrolases, E.C.3.1.1.3) catalisam, naturalmente, a
hidrdlise de triglicerideos. Contudo, elas mostram-se como uma alternativa promissora na
catalise de diversas outras reacdes, tais como a esterificacdo, transesterificacdo, acidodlise e
interesterificacdo (GOG et al., 2012; NARWAL; GUPTA, 2013). Isto ocorre em funcédo do
ataque nucleofilico que a enzima realiza sobre o grupo carbonila do éster (NARWAL;
GUPTA, 2013).

Desta forma, as lipases vem sendo utilizadas em diversos ramos industriais, tais
como industrias de modificacdo de Oleos, cosmética, farmacéutica, detergente, téxtil,
biodiesel, sintese de produtos para a quimica fina, agroquimica e industria de novos
materiais poliméricos. A razdo para este amplo potencial biotecnoldgico das lipases é
devido a sua alta estabilidade em solventes organicos, ndo exigirem cofatores, elevada
especificidade ao substrato (CHANDRASEKERAN; BHARTIYA, 2009), e sobretudo alta
enantioseletividade (HOLT; HANEFELD, 2009; NARWAL; GUPTA, 2013).

Na Gltima década, uma atencdo particular vem sendo direcionada ao uso de lipases
como biocatalisadores na producdo de biodiesel (GOG et al., 2012). Neste contexto, as
lipases sdo enzimas que catalisam a hidrélise total ou parcial de triglicerol (TAG)
fornecendo diacilglicerol (DAG), monoacilglicerol (MAG), glicerol e &cidos graxos livres
(AGL). Estas enzimas apresentam uma capacidade Unica de agir apenas na interface
oleo/agua. Logo, esta definicdo exclui as enzimas que agem em ésteres solGveis em agua
(esterases) ou que hidrolisam outros ésteres como acilhidrolases, colesterol esterase e
tioesterase (CARVALHO et al., 2003; JAEGER; DIJKSTRA; REETZ, 1999). A diferenca
entre uma lipase e uma esterase (EC. 3.1.1.1) esta no fato de que a primeira catalisa
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reacOes de substratos insollveis em 4agua, enquanto que uma esterase age em substratos
solveis (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).

As lipases sdo comumente encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
fontes animais, vegetais ou microbianas. Sendo que, 0s microrganismos, sdo em geral, 0s
principais produtores de enzimas industriais (NARWAL; GUPTA, 2013). As lipases
microbianas apresentam baixo custo de producdo e facil modificacdo de suas propriedades.
Entretanto, somente algumas enzimas mostram-se aptas na sintese eficiente de biodiesel, e
dentro deste grupo, um namero restrito de enzimas consegue catalisar reacdes na presenca
ou auséncia de solventes. A Tabela 2.7 apresenta algumas enzimas comerciais
imobilizadas em diferentes tipos de suportes, empregadas na sintese de biodiesel
(ANTCZAK et al., 2009).

Tabela 2.7. Lipases microbianas usadas em estudos sobre a producéo de biodiesel na presenca ou
auséncia de solventes organicos

Reacdo em solvente A Meio isento de o
A Referéncia Referéncia
organico solvente
Pseudomonas Soumanou; Pseudomonas .
fluorencens Bornsheuer (2003) fluorencens Silvaetal. (2012)
Pseudomonas Noureddini etal. (2002)  NErMOMYCES 4o eira et al. (2007)
cepacia lanuginosus
Candlc_ja Haldar; Nag, (2008) Pseudom_o nas Da Rés et al. (2010)
antarctica cepacia
Mucor Nelson; Foglia; Rhizopus Noureddini et al.
miehei Marmer(1996) oryzae (2002)

Fonte: Adaptado de Antczak et al. (2009)

Estas enzimas apresentam um complexo mecanismo catalitico. Em solucgdes
aquosas homogéneas, a lipase esta, essencialmente, numa conformacdo fechada e inativa,
onde o sitio ativo estd completamente isolado do meio reacional por meio de uma cadeia
oligopeptidica chamada de flap ou lid ou “tampa”, que bloqueia a entrada do substrato até
o sitio ativo. Esta cadeia polipeptidica apresenta varios residuos aminoacidos hidrofébicos
em seu interior, que interagem com as regides hidrofébicas ao redor do sitio ativo. Esta
conformacdo pode existir em um equilibrio parcial com a conformacéao aberta e ativa, onde
a tampa abre e estabiliza-se em fungdo das interacbes idnicas ou ligacbes ponte de
hidrogénio com partes especificas da superficie da enzima, permitindo o acesso do
substrato até o sitio ativo (PALOMO et al., 2006). A Figura 2.5 apresenta 0 mecanismo

acima descrito.
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Sitio ativo

Lid "tampa" Lid "tampa"
/ fechada /aberta
&
e
Conformacio fechada Conformacio aberta

B Regiio hidroféhica
B Regiio hidrofilica

Figura 2.5. Adsorcdo interfacial da lipase
Fonte: Palomo et al. (2006)

2.6.2. Reacdes catalisadas por lipase

Dependendo do sistema reacional, isto €, aquoso ou solvente organico, lipases sdo
capazes de catalisar, ndo somente, a hidrolise, mas também reacdes de sintese, tais como

esterificacdo, acidolise, alcodlise e glicerdlise, conforme ilustrado na Figura 2.6.
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Figura 2.6. Reac0es catalisadas por lipases
Fonte: Soumanou et al. (2013)

2.7. Enzimas imobilizadas

As enzimas apresentam-se como biocatalisadores promissores em muitas reacoes
organicas. Possuem excelentes caracteristicas, tais como elevada atividade, especificidade
e seletividade, podendo catalisar sob condigdes mais brandas e ecologicamente mais
favoraveis. Entretanto, a utilizacdo de enzimas na sua forma soltuvel é limitada em

processos de larga escala, em razdo do seu alto custo de producdo e da estabilidade.
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Enzimas soluveis podem inativar, devido ao efeito do solvente ou em razdo dos
choques mecanicos (MENDES et al., 2013). Portanto, estudos tém sido propostos para
estabilizar a atividade enzimatica e aumentar sua estabilidade operacional (MENDES et
al., 2013). Neste contexto, a técnica de imobilizacdo de enzimas surge como uma estratégia
promissora, pois permite melhorar as propriedades da enzima, tais como: a estabilidade
operacional; seletividade e especificidade; e a redugéo da inibicdo pelo meio ou produto
(MATEO et al., 2007). A Tabela 2.8 apresenta as principais caracteristicas das enzimas na

forma livre e imobilizada.

Tabela 2.8. Principais caracteristicas das enzimas livres e imobilizadas.

Caracteristicas

Enzima livre Enzima imobilizada
Dificuldade de recuperacéo e Facil separacdo substrato/produto
Reutilizacéo e capacidade de reuso

Alto custo, baixa eficiéncia e
insolvel em meio ndo aquoso

Atividade instavel, influenciada Atividade estavel em uma ampla
pela temperatura e pH. faixa de temperatura e pH

Alta eficiéncia

Fonte: Zhang et al. (2012).

A imobilizacdo de enzimas é um processo que fixa a enzima em um suporte
apropriado pela adsorcéo, insercdo ou ligacdo covalente (SAUMANOU et al., 2013). Nesta
técnica, a enzima fica retida no interior (poros) ou na superficie de um material. O
complexo enzima—suporte mantém as caracteristicas fisicas do suporte e, a0 mesmo
tempo, retém a atividade bioldgica da enzima. O termo “enzima imobilizada” inclui: (DE
CASTRO et al., 2008).

(i) modificacdo das enzimas de forma a torna-las insollveis em agua.

(i) utilizacdo de enzimas na forma insoluvel em reatores equipados com
membranas de ultrafiltragdo, que permite o escoamento dos produtos da reacao,

mas retém a enzima no interior do reator.

(iii) restricdo da mobilidade da enzima pela ligagdo a outra molécula, que torna o

sistema insolvel no meio de reacéo
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O processo de imobilizagcdo tem como objetivo a estabiliza¢do da lipase e a reducao
do custo no processo industrial, tornando 0s processos industriais vidveis economicamente.
As enzimas imobilizadas sdo facilmente separadas do meio reacional, empregando um
processo fisico simples como a filtragdo, em seguida podendo ser reutilizada. A
imobilizacdo ainda facilita o desenvolvimento de processos continuos, 0s quais S&o
geralmente operados em reatores de tanque agitado ou de leito fixo (SAUMANOU et al.,
2013).

2.8. Suportes para a imobilizacéo de enzimas

As propriedades dos biocatalisadores imobilizados s&o influenciadas pelas
propriedades da enzima e do material do suporte (TISHER; KASCHE, 1999). A interacao
entre esses dois componentes proporciona um derivado imobilizado com propriedades
quimicas, bioquimicas, mecanicas e cinéticas especificas (Figura 2.7). Dentre os diversos
parametros que impactam no processo de imobilizacdo, pH, temperatura e forga ionica,
apresentam grande efeito. Estes fatores influenciam no desempenho do suporte, na
conformacdo da enzima, na velocidade de transferéncia de massa, portanto, regem o
comportamento da enzima imobilizada (ANTCZAK et al., 2009).

Além disso, outros fatores devem ser considerados quando um biocatalisador é
selecionado para uma reacao especifica como o tipo de solvente, a quantidade de agua e a
solubilidade dos substratos e produtos. A simples relacdo entre dois componentes pode
levar a uma interpretacdo errébnea (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004).
Agua é, talvez, o componente mais relevante quando o biocatalisador é utilizado em meio
organico. Estudos reportados na literatura mostram que uma quantidade minima de agua, €
absolutamente necessaria para a solvatacdo da enzima ou dos substratos e produtos.
Entretanto, um controle rigido do teor de agua € exigido, pois excesso de agua pode
favorecer a reacdo de hidrolise em detrimento da sintese (LORTIE, 1997; KLIBANOV,
2001).

As enzimas necessitam de uma quantidade minima de agua para reter a sua
conformacédo tridimensional ativa, mesmo quando estdo ligadas covalentemente a um
suporte (DALLA-VECCHIA; NASCIMENTO; SOLDI, 2004). Dentre todos os fatores
anteriormente mencionados, com excecdo da enzima, a maior contribuicdo para o

desempenho eficiente da enzima imobilizada é dada pelo suporte. Na sele¢do de um
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suporte para uma determinada aplicacdo, devem ser analisadas suas propriedades fisicas e
quimicas, e a possibilidade de regeneracdo do material (DE CASTRO et al., 2008).

v
Propriedades Caracteristicas
Bioquimicas Quimicas
v l
Tipo de reagao Propriedades
e Cinética Mecanicas
Métodos Efeitos de Estabilidade
de imobilizagao transferéncia ——  operacional
de massa
Desempenho

Consumo de enzima (Ul kg de produto)
Produtividade (kg produtofU)

Figura 2.7. Interacdo entre suporte e enzima.
Fonte: Tisher; Kasche (1999)

O suporte deve ser quimicamente resistente nas condi¢Bes de ativacdo, durante o
processo de imobilizacdo e nas condigfes em que se processa a reagdo. A resisténcia
mecanica deve permitir o uso de filtracdo, centrifugacdo e agitacdo, pois o processo de
imobilizacdo e o uso repetido e continuo, algumas vezes, requerem o emprego dessas
operacdes. A estabilidade térmica é outra propriedade importante, principalmente quando
se utiliza o biocatalisador em diferentes temperaturas. A maioria dos suportes inorganicos
¢ apropriado para o uso industrial por apresentar elevada resisténcia mecanica, boa
estabilidade térmica, resisténcia a solventes organicos e ao ataque por microrganismos.
Entretanto, a maioria das enzimas imobilizadas comercializadas é obtida em matrizes
organicas, devido a variedade de grupos funcionais reativos que podem ser introduzidos
nesses suportes (DE CASTRO et al., 2008).

Um tipo de suporte que tem merecido a atencdo dos pesquisadores sao 0s materiais

hibridos (materiais que combinam caracteristicas inorganicas e organicas). Entre as
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matrizes testadas, resultados promissores tém sido relatados para matriz hibrida
polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-PVA) (DA ROS et al., 2012; DA ROS et al., 2010;
FREITAS et al., 2009; MOREIRA et al., 2007; PAULA et al., 2007; SANTOS et al.,
2008a; SANTOS et al., 2008b; SILVA et al., 2012). A sintese desta matriz envolve trés
etapas, conforme esquematizado na Figura 2.8 (SANTOS et al., 2008a).

Esta matriz se mostrou compativel com lipases de diferentes fontes (DA ROS et al,
2010; FREITAS et al., 2009; PAULA et al, 2007; PAULA et al., 2008; SANTOS et al.,
2008a), resultando em elevada recuperacdo da atividade enzimatica e estabilidade
operacional (FREITAS et al., 2010; PAULA et al., 2008). Outra vantagem apresentada por
esse tipo de suporte ndo comercial é o baixo custo de obtencdo em relagdo aos suportes
manufaturados industrialmente. As boas propriedades morfolégicas do suporte, aliadas a
eficiéncia do método desenvolvido de imobilizacdo da lipase, conferem elevada
estabilidade operacional do sistema imobilizado em reacdes de sintese. Estas
caracteristicas sdo essenciais para o processo de imobilizagdo de enzimas e por este motivo

a matriz hibrida SiO,-PVA foi selecionada para a realizacdo do presente trabalho.
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Etapa 1 - Hidrolise
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Figura 2.8. Etapas envolvidas na formacao do SiO,-PVA (“ R” representa o grupo alquil).
Fonte: Santos et al. (2008a)

2.8.1. Métodos de imobilizacao de enzimas

Existem diversos protocolos de imobilizacdo de enzimas, os quais podem ser
divididos dentro de duas categorias: ligacao fisica e quimica (Figura 2.9). A ligacéo fisica
incluem encapsulacéo e aprisionamento da enzima pelo suporte solido. Na ligacdo quimica
incluem a ligacdo idnica, adsor¢do e a ligacdo covalente (DE CASTRO et al., 2010;
FJAEBAK et al., 2009; JEGANNATHAN et al., 2008; ZHANG et al., 2012).
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Classificacio dos métodos de imobilizacio de enzimas
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Figura 2.9. Métodos de imobilizacdo: Ligacdo quimica; Ligacao fisica
Fonte: Jegannathan et al. (2008)

2.8.1.1. Adsorc¢éao

Adsorcdo é a ligagdo da enzima na superficie do suporte por fracas interacdes tais
como forca de Van der waals, pontes de hidrogénios, interacdes hidrofébicas ou forcas de
dispersdo (JEGANNATHAN et al., 2008; ZHANG et al., 2012). Em funcdo disso, a
enzima pode se desprender do suporte.

Em comparacdo com outros métodos, adsorcdo é o método mais empregado na
imobilizacdo de enzimas com vantagens comerciais especiais: (a) condicdes mais suaves e
facil preparacdo; (b) baixo custo; (c) ndo é exigida a incorporacao de aditivos quimicos; (d)
0 suporte pode ser regenerado para repetidos usos; e (e) alta atividade (FUKUDA et al.,
2001; MENDES et al., 2012).

2.8.1.2. Ligacao covalente

Este € o método mais amplamente estudado. Em geral, ligagdes covalentes de
enzimas em suportes sdo baseadas em reacGes quimicas entre 0s grupos funcionais nao
essenciais, localizados sobre a superficie da enzima e os grupos funcionais que estdo
conectados na superficie do suporte. A carbonila, hidroxila e amino sdo 0s grupos
funcionais presentes nas enzimas (DUTTA, 2008; OKAFOR, 2007). Alguns suportes,

como: agarose; celulose; dextrana; poliacrilamida; alcool polivinilico; poliestireno;
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poliamida; vidro e bentonita, sdo normalmente utilizados na imobilizagdo de enzimas.
Enzimas imobilizadas covalentemente apresentam as seguintes vantagens: (1) em razéo da
forte ligacdo, elas ndo separam do suporte durante o processo de imobilizacdo; (2) facil
contato da enzima imobilizada com o substrato, pois estdo localizadas na superficie do
suporte; e (3) aumento da estabilidade térmica, devido a forte interagdo entre a enzima e o
suporte (OKAFOR, 2007).

Por conta da forte interacdo enzima—suporte, ndo € surpresa que as propriedades da
enzima como atividade, seletividade e estabilidade sejam influenciadas significativamente
pela natureza fisica e quimica do suporte selecionado. Logo, o desempenho da enzima
imobilizada covalentemente no suporte é influenciado por algumas propriedades, como:
(CAO, 2005; MATEO et al., 2006; MATEO et al., 2007)

Q) natureza fisica do suporte (por exemplo, tamanho de poro, tamanho de

particula, porosidade, forma, entre outras);

(i) estrutura quimica do suporte;

(iii)  natureza da ligacdo ou ligacao quimica;

(iv)  orientacdo da enzima;

(V) natureza e o comprimento do braco espacador;

(vi)  propriedades do meio usado para a ligacdo da enzima como pH e
temperatura;

(vii)  numero de ligacdes formadas entre a enzima e 0 suporte;
(viii) distribuicdo da enzima sobre o suporte.

Lipase de Burkholderia cepacia imobilizada covalentemente em matriz hibrida de
SiO,-PVA foi empregada na etandlise de sebo bovino na sintese de biodiesel assistida por
irradiacdo de micro-ondas. Sob condi¢des otimizadas, atingiu conversao total a 45°C em
8h de reacdo (DA ROS et al., 2012). Freitas et al. (2010) estudaram a sintese enzimatica de
monoglicerideos pela reacdo de esterificacdo direta do glicerol e diversos acidos graxos
(C12 a C18) empregando lipase de Penicillium camembertii imobilizada por ligagdo
covalente em SiO,-PVA. Os resultados obtidos indicaram que a especificidade da lipase
foi relativamente dependente do comprimento da cadeia dos acidos graxos, apresentando
elevada especificidade para os acidos miristico e palmitico. A composi¢do em termos de
monoglicerideos e diglicerideos atendeu o0s requisitos estabelecidos pela Organizacao

Mundial de Saude para ser usados como agentes emulsificantes alimentares.
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Desta forma, os resultados citados anteriormente demonstram a eficiéncia da
enzima imobilizada covalentemente. Desta forma, no presente projeto, o método de

ligacdo covalente foi escolhido para a imobilizacdo da lipase de Burkholderia cepacia.
2.9. Vantagens e limitacbes da imobilizacédo de enzimas

A imobilizagdo da enzima tem um efeito benéfico na sua estabilidade, em funcéo
das interag0es fisicas e quimicas entre o suporte e as moléculas da enzima. A imobilizagdo
também auxilia a dispersdao homogénea da enzima no meio, essencial, para a conducao de
reacOes enzimaticas (DE CASTRO; ANDERSON, 1995; VILLENEUVE et al., 2000).

Do ponto de vista comercial, as principais vantagens da utilizacdo de enzimas
imobilizadas sdo: (i) aproveitar a atividade catalitica por um maior periodo de tempo, no
processo em batelada; (ii) operar de forma continua o que possibilita 0 melhor controle das
varidveis do processo; (iii) facilitar a separacdo do catalisador e do produto da reacdo, ja
que a enzima imobilizada ndo é solivel no meio de reacdo; (iv) reduzir o volume de
reagdo, porque a enzima imobilizada é retida no biorreator permite alta concentragdo
enzimatica em menor volume de reator, isto é, alta atividade por unidade de volume. Isto
conduz & uma alta produtividade volumétrica (kg) por volume de reator (m®) e por hora.
Além disso, devido as condicGes de reacdo mais suaves por um menor tempo de reacéo,
impede-se a ocorréncia de reacOes indesejaveis; (v) altera, em alguns casos, as
propriedades cataliticas da enzima, como por exemplo, maior estabilidade ao pH e a
temperatura (DE CASTRO et al., 2008).

O sucesso da tecnologia de imobilizacdo mostra, de modo geral, que as vantagens
superam as limitacOes. Entretanto, alguns aspectos devem ser apontados, ndo como
desvantagens do processo, mas sim como pontos a serem evitados. Dentre estes fatores
podem ser citados: (i) perda da atividade durante o processo de imobilizagéo; (ii) efeitos
difusionais, que é amenizado pela escolha apropriada do suporte e condigdes de operacao
do biorreator; (iii) inativacdo da enzima pela sua modificacdo parcial, dependendo do
procedimento escolhido; (iv) condigdes otimizadas de imobilizacdo dificeis de serem
encontradas (ROSEVEAR et al., 1984).
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2.10. Producéo enzimatica de biodiesel

Lipases de diferentes fontes tém sido testadas para a sintese enzimatica de
biodiesel. Ko et al. (2012) estudaram o desempenho da lipase de Candida antarctica
imobilizada em resina acrilica macroporosa (Novozym 435) na metandlise do 6leo de soja
em reator batelada, atingindo conversdo de 99% em 14h de reacdo. Da Ros et al. (2010)
reportaram elevadas taxas de conversdo na etanélise do sebo bovino e babacu empregando

lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em suporte hibrido ndo comercial.

Muitas enzimas estdo disponiveis comercialmente, também na forma imobilizada.
CALB, LRM e LTL imobilizadas sdo comercializadas pela empresa Novozymes como
Novozym 435, Lipozyme RM IM e Lipozyme TL IM, respectivamente. Em 2011, a
Amano langou no mercado a Lipase de Burkholderia cepacia "Amano™ IM imobilizada em

terra diatoméacea com elevada atividade de transesterificacdo (AMANO, 2012).

Outra estratégia que vem sendo empregada na producgdo enzimética de biodiesel é o
uso combinado de enzimas. H& algum tempo que tem sido mencionado que o custo da
producdo de biodiesel pode ser minimizado, com o emprego de duas enzimas imobilizadas
com especificidade de posicdo complementares, ao invés de uma lipase. Desta forma,
Huang et al. (2010) adotaram a técnica de planejamento experimental visando determinar
as condigcdes para 0 uso combinado das enzimas Novozym 435 (ndo-especifica) e a
Lipozyme TL-IM (sn-1,3 especifica), e reportaram rendimentos em ésteres metilicos de
97,2%. Estas lipases puderam ser recicladas 20 vezes (HUANG et al., 2010). O uso
combinado da lipase Novozym 435 e a Lipozyme TLIM gerou uma acdo sinérgica
significativamente positiva com elevada conversdo em EM, conforme ilustrado na Figura
2.10.

Diversos trabalhos reportados na literatura descrevem a sintese de biodiesel
mediada por lipases, utilizando diferentes matérias-primas e alcoois sob condicGes diversas
(ARYEE et al., 2013; AKOH et al., 2007; DA ROS et al., 2012; DA ROS et al., 2010;
FUKUDA; KONDO; NODA, 2001; MOREIRA et al., 2007; NELSON; FOGLIA;
MARMER, 1996; SILVA et al., 2012; YUCEL, 2013).
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Figura 2.10. Efeito sinergético de duas lipases de diferentes atividades atuando isoladamente e
combinadas na formacéo de ésteres metilicos a partir de gordura de porco. Condigdes: 50°C, razéo
molar metanol:6leo12:1. m4% Novozym 435; A Novozym 435(2,04%) + TM-IL(1,96%);0
4%TM-IL.

Fonte: Huang et al.(2010)

A qualidade da matéria-prima lipidica também pode interferir na qualidade do
produto. Oleos residuais (6leo de fritura), normalmente, apresentam elevado teor de &cidos
graxos livres, logo, isto ird requerer inicialmente uma reacdo de esterificacdo, empregando
um catalisador acido, e em seguida a reacdo de transesterificacdo para atingir um produto
dentro das especificacdes (RABU; JANAJREH; HONNERY, 2013).

Além dos éacidos graxos livres, outros componentes ou possiveis impurezas devem
ser considerados, até mesmo um componente comum em diversos 6leos vegetais como o
fosfolipidio, que tem sido reportado como inibidor da atividade de lipases. Isto foi
ilustrado em experimentos empregando 3 amostras de 6leo de soja (cru, degomado e
refinado) e CALB imobilizada como catalisador (WATANABE et al., 2002). Os resultados
obtidos indicaram que conversfes mais elevadas foram alcancadas nos experimentos
conduzidos com oleo degomado. Desta forma, recomenda-se efetuar a degomagem do
Oleo, principalmente o Oleo de soja, antes da reacdo de transesterificacdo ou
alternativamente, efetuar simultaneamente a degomagem enzimatica e a sintese de
biodiesel (NOVOZYMES, 2009).

Os problemas criticos de teor de agua, estabilidade a temperatura, estabilidade aos

agentes acilantes (alcoois de cadeia curta), uso de solventes e formacao de glicerol como
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subproduto sdo discutidos em relacdo a producdo de biodiesel empregando lipases
imobilizadas (ANTCZAK et al., 2009).

2.10.1. Teor de agua

Na producédo enzimatica de biodiesel, a lipase exerce sua agdo catalitica em meio
predominantemente ndo-aquoso, a dgua desempenha vérias fungdes, apresentando forte
influéncia sobre a atividade catalitica e a estabilidade da enzima (GOG et al., 2012; LU et
al., 2009). Ativacdo da lipase pela agua envolve mudanca conformacional da enzima, a
qual € dependente da disponibilidade da interface dleo/agua. Logo, o rendimento de
transesterificacdo depende do tamanho da érea interfacial, o qual pode ser aumentado pela
adicdo de uma quantidade estabelecida de &gua. Entretanto, lipases sdo hidrolases e o
excesso de agua ira favorecer a reacdo de hidrdlise, causando reducdo das taxas de

conversdo de transesterificacdo (GOG et al., 2012).

Diversos estudos revelaram que a adi¢cdo de uma pequena quantidade de agua na
mistura reacional catalisada por enzima eleva a velocidade de sintese de ésteres de &cidos
graxos (HSU et al., 2004; NIE et al., 2006; LU et al., 2008; SHAH; GUPTA, 2007;
SOUMANOU; BORNSCHEUER, 2003). Tan et al. (2006) investigaram a sintese
enzimatica de biodiesel, a partir do 6leo de cartamo, alcancando 96% de converséo pela
acdo catalitica da lipase de Candida sp. 99-125, e determinaram o contetido 6timo de dgua
na faixa de10 a 20% (v.v™).

Li et al. (2006) reportaram um desempenho reduzido em rea¢6es conduzidas com
6leos contendo elevados teores de agua (6leo de colza refinado e Oleo de fritura)
empregando uma combinag&o de lipases CALB e LTL na presenca de terc-butanol como

solvente.

Neste contexto, o conteudo de &gua ideal para a maximizacdo da atividade
enzimética depende do tipo de reacdo, da matéria-prima empregada, da lipase utilizada, do
suporte testado e do solvente organico selecionado (JEGANNATHAN et al., 2008; LU et
al., 2009; TAN et al., 2010).

2.10.2. Efeito inibidor do agente acilante

Nas reacgdes de transesterificacdo (6leo: lcool), alcodis de cadeia curta apresentam

um impacto negativo na estabilidade das lipases, e este efeito inibidor aumenta com o
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incremento da temperatura. Em funcdo de seu preco e disponibilidade, metanol e etanol
sdo os alcodis mais empregados na producdo industrial de biodiesel, entretanto eles
apresentam elevada inativacdo sobre a atividade catalitica da enzima, comparativamente

com os alcoois alifaticos de cadeia longa (GOG et al., 2012).

Chen e Wu (2003) reportaram que o grau de inativacdo € inversamente
proporcional ao nimero de atomos de carbono presente na molécula de &lcool. Logo, o
efeito inibidor dos alcoodis na atividade das lipases parece diminuir com 0 aumento da
massa molecular do alcool e tem sido relatada uma aparente relacéo entre a solubilidade do
alcool no 6leo e o efeito desestabilizante do dleo (NIELSEN; BRASK; FJERBAEK, 2008).
A velocidade da reagdo de metandlise € diminuida significativamente com adi¢do de mais
de 1/2 em equivalente molar de alcool no inicio do processo enzimatico (SHIMADA et al.,
2002). Neste sentido, diversas estratégias estdo sendo propostas para solucionar este
problema como adicdo gradativa de metanol, mudanca de agente acilante e uso de
solventes, entretanto, este Ultimo ndo é utilizado em escala industrial devido & dificuldade

de recuperacdo do solvente (TAN et al., 2010).

2.10.3. Solventes organicos

O uso de solventes organicos na sintese enzimatica de biodiesel melhora a
solubilidade dos triglicerideos e alcodis, bem como protege a enzima da inativacao causada
pela elevada concentracdo do alcool. Varios solventes organicos tém sido usados na sintese
enzimatica de biodiesel, sendo os mais apropriados aqueles com carater hidrofébico, tais
como iso-octano, n-heptano, éter de petréleo, n-hexano e ciclohexano. Porém, como
glicerol é insolivel em solventes organicos hidrofobicos, fica retido no reator e é absorvido
pelo suporte de imobilizacdo da enzima (GOG et al., 2012).

A biocatalise em solventes organicos apresenta algumas desvantagens, como: a
toxicidade do solvente organico ao biocatalisador e a dificil recuperacdo do produto final.
Estas desvantagens acabam tornando o uso de solventes organicos na area de bioprocessos
um fator limitante do processo global (AIRES-BARROS, 2002).
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2.10.4. Efeito do glicerol

Durante a reacdo de transesterificacdo de 6leos vegetais, é preciso observar o efeito
do glicerol, subproduto da reacdo, sobre a eficiéncia do processo. O glicerol dificulta a
difusdo do substrato na molécula da lipase reduzindo a eficiéncia reacional (SHIMADA et
al., 2002). Isto ocorre porque o glicerol é um liquido viscoso de carater hidrofilico, que
adsorve na superficie da enzima imobilizada, formando uma camada hidrofilica, limitando
a atuacdo da enzima em substratos hidrofobicos, e por consequéncia prejudica o
rendimento de transesterificacdo (HAMA et al., 2011b; XU et al., 2011).

Sendo assim, do ponto de vista de planejamento e operacdo de uma planta
industrial, a remocdo eficiente do glicerol pode ser um obstaculo na implementacdo de
reatores de leito fixo (HAMA et al., 2011a). Este efeito indesejavel do glicerol leva a
diminuicdo da estabilidade operacional do biocatalisador, impactando na viabilidade
econbmica do processo (LAI et al., 2005). Visando amenizar os efeitos negativos do
glicerol, Dossat et al.(1999) utilizaram silica gel e outras substancias adsorventes na
extracdo do glicerol. Royon et al. (2007) e Li et al. (2006) investigaram a adicdo de
solventes organicos (n-hexano ou terc-butanol) para assegurar a homogeneidade da mistura

reacional, consequentemente, reduzir a viscosidade do meio reacional.

Logo, em razdo do efeito restritivo do glicerol na etandlise enzimatica, torna-se
desejavel examinar o comportamento do glicerol no leito catalitico do biorreator, portanto,
no presente trabalho, 0 método de tingimento (corante) foi empregado, para elucidar o real
comportamento do glicerol, no sistema reacional e seu acumulo na superficie da enzima
imobilizada (XU et al., 2011).

2.11. Biorreatores

Biorreator ¢ um equipamento em que transformacdes bioquimicas sdo catalisadas
por enzimas ou células microbianas (DUTTA, 2008). A mistura reacional, constituida de
meio (de cultivo ou para conversdo enzimatica) e agente bioldgico é processada em
biorreatores, onde deverdo ser mantidas condigfes Otimas para o agente bioldgico
expressar 0 maximo de sua atividade catalitica, seja através do metabolismo das células ou
de simples reagdo enzimética. Quando se tratar de um processo puramente enzimatico, o
meio reacional é adicionado de unidades de atividade enzimatica e a catalise é realizada

tambem em biorreatores para maximo de conversdo e produtividade (PEREIRA JR, 2008).
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Para projetar um biorreator, alguns aspectos devem ser levados em consideracao.
As decisdes tomadas na etapa de planejamento podem impactar significativamente no
desempenho global do processo. Portanto, 0 conhecimento sobre a cinética da reacao €
essencial para o entendimento de como o biorreator trabalha. Assim como, o conhecimento
em outras areas como: engenharia de bioprocessos, balanco de massa e energia,
transferéncia de massa e calor, calculo de tubulagdes, entre outras. Por essa razdo, o
desenvolvimento de biorreatores constitui-se uma das mais complexas areas de atuacdo da
Engenharia Bioquimica (NAJAFPOUR, 2007; PEREIRA JR, 2008).

Enzimas (isoladas ou purificadas) e células microbianas, vegetais ou animais sdo
utilizadas em biorreatores na sintese de produtos biolégicos. O desempenho de qualquer
biorreator dependera de varios fatores, conforme a seguir descrito: (NAJAFPOUR, 2007)

e Concentracdo de biomassa elevada o suficiente para alcancar altos rendimentos;
e Condic0es estéreis devem ser mantidas para os sistemas de culturas;

e AgitagOes efetivas, para manter uniforme a distribuicéo de substrato no leito do
reator;

e TensdOes de cisalhamento adequadas, elevadas tensGes podem ser nocivos aos
microrganismos ou romper paredes celulares, bem como baixas tensGes nao sao
desejadas, pois geram incrustacfes nas paredes do reator.

2.12. Tipos de biorreatores

Vaérios tipos de biorreatores sdo empregados em escala de bancada ou industrial
(BALTARU et al., 2009). Podem abranger desde grandes colunas industriais com diversos
metros cubicos de capacidade, a pequenos eletrodos que incorporam microgramas de
enzima. Embora haja essa amplitude de possiveis escalas, 0s mesmos principios basicos
sdo aplicados em todos os casos (KENNEDY; CABRAL, 1983). Pode-se encontrar uma
grande variedade de configuracdes de biorreatores, entre as quais podem ser citadas:

e Biorreatores de tanque agitado (STB- Stirred Tank Bioreactor);
e Biorreatores agitados pneumaticamente (Biorreatores pneumaticos);
e Biorreatores a membrana;

e Biorreatores com enzimas/células imobilizadas.
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2.12.1. Biorreatores de tanque agitado (STB)

Sdo os mais estudados e utilizados industrialmente. Embora ndo sendo ideais, 0s
tanques agitados apresentam versatilidade e fornecem bons resultados para uma gama de
bioprocessos, em particular as empresas farmacéuticas, pois diferentes substancias podem
ser produzidas no mesmo biorreator durante o seu tempo de vida. Apesar de sua
flexibilidade, os biorreatores STB apresentam certas desvantagens, como: (i) grande
demanda de energia, para agitacdo mecanica; (ii) tendem a afetar a morfologia celular; (iii)
dificil escalonamento, e tem de ser cuidadosamente projetados para produzir adequada
mistura e aeragdo (PEREIRA JR, 2008). A Figura 2.11 apresenta uma configuragdo basica
de biorreator STB.

Figura 2.11. Biorreator agitado mecanicamente
Fonte: Pereira Jr. (2008)
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2.12.2. Biorreatores agitados pneumaticamente

A poténcia necessaria para se atingir o grau de mistura desejavel no sistema
reacional, a fim de se produzirem altas taxas de transferéncia de massa e calor, é suprida
pela energia cinética do liquido, atraveés de sua circulacdo pelo movimento das bolhas
gasosas, isto €, pneumaticamente. Este tipo de biorreator (Figura 2.12) conhecido na
literatura como airlifit (com circulacdo interna ou externa) ou coluna de bolhas (bubble
column), € empregado em sistemas biologicos suscetiveis as forcas cisalhantes (PEREIRA
JR, 2008).

Saida de gas Saida de gas
A —> B — o5
Meio reacional ———> Meio reacional
‘ * Placa vertical
PARADAY Entrada de gas [ PAAAD Entrada de gds
Saida de gas Saida de gas
C D D I

> Meio reacional

> Tubos
concéntricos

Entrada de gas

L ‘It . Entrada de gds

Figura 2.12. Biorreatores agitados pneumaticamente: (A) Coluna de bolhas; (B) airlift tipo split;
(C) airlift de cilindros concéntricos; (D) airlift de circulagdo externa.

Fonte: Mafra (2013)

Neste tipo de reatores combinam-se a mistura das fases através do controle das
condic@es do fluxo e baixas tensdes de cisalhamento, com as solubilidades elevadas para
substratos/produtos hidrofébicos, obtendo-se velocidades de reacdes elevadas e facilitando

a recuperagdo do produto por extracdo. A diferenca de densidades entre as duas fases
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liquidas é pequena, o que dificulta a geragdo de zona de decantagdo no topo do reator
(AIRES-BARROS, 2002). Os biorreatores pneumaticos possibilitam a operacdo continua
de bioprocessos com altas densidades celulares, resultando em altos valores de
produtividade volumétrica. Altas relacfes altura/diametro do reator (H/D;) sdo necessarias
a fim de se alcangarem elevadas retenc6es de bolhas gasosas no seio do liquido e de gerar
altas pressdes hidroestaticas proximo a entrada de ar, que induzirdo o movimento do
liquido (PEREIRA JR, 2008).

Os biorreatores pneumaticos sdo considerados de simples concepcdo, sendo a
injecdo de gas comprimido a Unica fonte de energia de entrada no reator. A circulagdo do
liguido deve-se, exclusivamente, pela aspersdo e dispersdo do gas. A Unica variavel
controlada em um biorreator pneumatico é a vazdo de gas, que afeta a mistura do meio
reacional e a transferéncia de massa gas-liquido (MORAVEJI et al., 2012; YUGUO,
ZHAO; XIAOLONG, 2000). Como ndo existem partes mecanicas méveis para a agitacao,
ha reducdo do risco de contaminacéo, e a limpeza e a esterilizagdo sdo facilitadas. Uma vez
que a injecdo do ar tem o intuito de agitar e aerar, um biorreator pneumatico opera com
baixo consumo de energia e com alta transferéncia de massa e energia (SIEGEL,;
ROBINSON, 1992).

2.12.3. Biorreatores membrana

Este tipo de biorreator vem sendo muito utilizado nos ultimos 30 anos, em estacdes
de tratamento de &guas residuarias, e recentemente, em industrias de biorrefinarias e na
producdo de bioenergia (HE et al., 2012). Sua principal vantagem esta na possibilidade de
confinar enzimas dentro do biorreator, separando-as da corrente de saida do sistema
quando se opera continuamente, e tornando esta etapa desnecessaria durante o processo de
recuperacdo (downstream). Embora, esta vantagem possa ser também adquirida com outras
técnicas de imobilizacdo, o confinamento de células em biorreatores & membrana
microporosa &, talvez, a forma mais indcua de imobilizagéo de celulas e enzimas, pois néo
empregados agentes quimicos, nem condigdes drésticas de aprisionamento. O uso de
biorreatores membranas é particularmente usado em sistemas bifasicos, pois muitas
dificuldades associadas com emulsificagdo e separacdo de fases podem ser evitadas
(PEREIRA JR, 2008; AIRES-BARROS, 2002).
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2.12.4. Biorreatores com células/enzimas imobilizadas

Nas Ultimas duas décadas houve grande e rapido desenvolvimento no uso de
enzimas para propositos industriais, analiticos e médicos. A fim de tornar seu uso mais
conveniente, este agente bioldgico tem sido imobilizado, assemelhando-se aos
catalisadores de fase sélida da quimica convencional. Varias vantagens associadas a
imobilizacdo de células/enzimas podem ser apontadas (PEREIRA JR, 2008):

e Possibilidade de aplicacdo em reacBes enzimaticas de multiplas etapas;

¢ Rendimento e produtividades elevados;

o Estabilidade operacional alta;

e Altas densidades celulares podem ser empregados;

e Densidades celulares e atividades enzimaticas podem ser mantidas por longos periodos de
operacao;

e Produtos podem ser facilmente separados;

e Menor suscetibilidade a contaminag¢fes microbianas.

Por outro lado, existem pontos a serem observados com maior atengéo, como:

e ReacOes indesejaveis podem ocorrer pela presenga de varias enzimas cataliticamente
ativas;

e Desprendimento de célula e enzima do suporte;

e Problemas relacionados a transferéncia de massa intra-particula.

Os tipos de biorreatores (Figura 2.13) que empregam células/ enzimas imobilizadas
mais comumente utilizados sdo: CSTR; Leito fixo e Leito fluidizado, os dois ultimos mais
indicados por minimizarem a exposi¢do do enzima/ célula imobilizada a elevados graus de
cisalhamento e colisbes (PEREIRA JR, 2008).
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Figura 2.13. Modelos de reatores para aplica¢cdes com enzimas imobilizadas.
Fonte: Zanin; Moraes (2004).
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A selecdo do tipo de biorreator a ser utilizado em processos com enzimas
imobilizadas depende da andlise criteriosa de uma série de fatores, tais como: (a) a forma
da enzima imobilizada — particulas, membranas, fibras; (b) a natureza do substrato —
solucéo, solidos em suspensédo ou coloidal; (c) requisitos operacionais da reacdo — controle
de pH, temperatura; (d) cinética da reagcdo — inibi¢do por substrato, produto, ou ambos; (e)
a superficie catalitica por unidade de volume de reator; (f) caracteristicas de transferéncia
de massa externa e interna; (g) facilidade de substituicdo do catalisador e sua regeneracao;
(h) facilidade de construcdo do biorreator; e (i) custo do biorreator. Nessa analise os pontos
fundamentais sdo a natureza da solugdo de substrato e a cinética da reacdo enzimatica
(ZANIN; MORAES, 2004).

Desta forma, em particular na producdo de biodiesel, os biorreatores mais
comumente utilizados sdo os reatores de tanque agitado e os de leito fixo (PBR). Portanto,
para reduzir custos operacionais, o0 biodiesel pela rota enzimética, deve ser produzido em

plantas industriais operadas continuamente (GOG et al., 2012).

2.13. Biorreatores tanque agitado
2.13.1. Biorreator batelada tanque agitado (BSTR)

No reator batelada, as particulas de biocatalisador sdo dispersas na solucdo de
substrato e a agitacdo promovida por agitadores mecéanicos (ZANIN; MORAES, 2004).
Este tipo de configuracdo € muito usado em escala de bancada devido a simples montagem
do aparato, a mais utilizada nos processos com enzimas em solucdo, entretanto, enzimas
imobilizadas sdo também empregadas. Normalmente, a enzima é introduzida no reator
juntamente com o substrato, e o contetdo é descarregado quando se alcanca o grau de
conversdo desejado (CIFTCI; TEMELLI, 2013; DA ROS et al., 2010).

O processo pode ser operado com a adicdo de todos os componentes no inicio,
considerando, que em alguns casos € recomendada a adigdo gradativa de um dos
componentes do substrato, como por exemplo, na transesterificacdo de lipideos com
metanol (RODRIGUES et al., 2010). A conduc¢éo de um processo em regime de batelada é

util para coletar dados sobre o processo, como a cinética da reacdo (DA ROS et al., 2010).

Estes tipos de reatores tém sido 0os mais comumente apresentados na literatura para

estudos com lipases. Entretanto, apresentam algumas desvantagens para uso em escala
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industrial, uma vez que os sistemas imobilizados nédo podem ser carregados em grande
quantidade no reator e estdo susceptiveis a rupturas devido as altas tensdes de cisalhamento
impostas pela agitacdo mecanica (WATANABE et al., 2005).

Outros fatores negativos deste tipo de processo em larga escala sdo: necessidade de
reatores de grande volume, longo periodo de reacdo e maior tempo na separacdo dos
produtos, pois todos os estagios da reacdo sdo realizados no mesmo reator. Alem do mais,
0 reator batelada requer longos periodos para alcancar boa produtividade industrial
(YAAKOB et al., 2013).

2.13.2. Biorreator continuo tanque agitado (CSTR)

O cenario real da industria de biodiesel, em plantas de larga escala, a reacao
transesterificacdo ocorre em um reator CSTR ou em série, com ou sem a remoc¢do do
glicerol. Uma vez que os parametros operacionais sdo frequentemente selecionados com
base em experimentos em batelada, eles geralmente precisam ser ajustados para processos
continuos. Em razdo deste fato, as condi¢bes operacionais 6timas ndo sdo conhecidas
guando uma planta industrial comeca a operar. Consequentemente, isto resulta em perda de
tempo e recursos para investigar as condicdes operacionais Otimas que maximize a
produtividade em reatores continuos. Uma vantagem do CSTR ¢é a possibilidade de inserir
etapas de separacdo entre os tanques para eliminacdo de produto ou subproduto com
potencialidade de inibicdo na reacdo, por exemplo, separar o glicerol liberado na reacgdo
(NIELSEN; BRASK; FIERBAEK, 2008).

2.14. Biorreator em regime continuo
2.14.1. Biorreator de leito fixo (PBR)

Os reatores de leito fixo séo, tradicionalmente, empregados na maioria dos reatores
biocataliticos em larga escala, devido a sua alta eficiéncia, baixo custo, facilidade de
construcdo, operacdo, ampliacdo de escala e controle automético e menor grau de forca de
cisalhamento, o que consequentemente, evita a ruptura das particulas do biocatalisador
(AL-ZUHAIR et al., 2011; BALTARU et al., 2009; CHANG et al., 2009; CHEN; LIN,
2010; HALIM et al., 2009; WANG et al., 2011). Porém, existem alguns inconvenientes
nos PBR, o glicerol formado ficar retido na superficie da lipase imobilizada, diminuindo a

sua eficiéncia catalitica e ocorréncia de caminhos preferenciais. Entretanto, este problema
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pode ser superado pela remocdo em tempo habil do glicerol durante o processo (GOG et
al., 2012).

Diversos estudos relatados na literatura mencionam a implementagdo com sucesso
dos reatores de leito fixo na producdo enzimatica de biodiesel usando diferentes
configuracBes: PBR simples estagio com adicdo gradual de metanol (ROYON et al., 2007;
SHIMADA et al., 2002); PBR simples estagio com recirculacdo (HSU et al., 2004); PBR
nove estagios conectados em série com um hidrociclone para separar glicerol (NIE et al.,
2006). Inclusive PBR para producdo em escala industrial (AL-ZUHAIR et al., 2011).

Na produgdo enzimética de biodiesel, diversos trabalhos sdo reportados na
literatura, em particular, Wang et al. (2011) estudaram a metandlise do 6leo de soja
empregando lipase imobilizada em nanoparticulas de Fe;O4, em dois tipos diferentes de
configuracdo: um PBR simples de um estagio, e um PBR de quatro estagios em série. A
Figura 2.14 ilustra a montagem dos reatores simples de um estagio e quatro estagios
conectados em série. Os resultados obtidos indicam que o PBR apresenta grande potencial

no desenvolvimento e funcionamento em larga escala na producéo de biodiesel.

M @

Figura 2.14. Representacdo esquematica da producdo enzimatica de biodiesel em: (1) Reator de
leito fixo simples estagio; (2) Reator de leito fixo quatro estagios em série. (a) tanque de
alimentacdo; (b) bomba peristaltica; (c) reator de leito fixo; (d) tanque coleta de produto.

Fonte: Wang et al. (2011)

2.14.2. Biorreator de leito fluidizado

Outra opcdo de biorreatores sédo os reatores de leito fluidizado que possuem
algumas vantagens em relagcdo aos reatores STR e PBR, tais como melhor sistema de
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transferéncia de massa e calor, otimizagdo do estado de mistura do meio reacional e
auséncia de obstrucdo do leito catalitico (DAMNJANZOVIC et al., 2012). Com a elevagédo
da velocidade ascendente do fluido reacional, atinge-se um ponto, no qual a queda de
pressdo no leito torna-se equivalente a massa deste por unidade de superficie, fazendo com
que as particulas percam o contato entre si e movimentem-se de maneira semelhante a um
liquido em ebulicéo (leito fluidizado). Acima desta velocidade, h4 expansdo do leito até
que se atinja um valor maximo (velocidade maxima de fluidizacdo) acima da qual as
particulas sdo carreadas para fora do reator (BARON; WILLAERT; BACKER, 1996).

2.15. Processos de obtencéo de biodiesel em regime continuo

Devido ao elevado custo das lipases, 0 processo continuo na producdo de ésteres
alquilicos utilizando lipases imobilizadas empacotadas em reator de leito fixo €
considerado um processo viavel (AL-ZUHAIR et al., 2011). Entretanto, informacdes para

aplicagdo em escala industrial s&o ainda escassas.

Desta forma, grandes esforcos devem ser feitos para investigar possiveis
configuracBes de reatores que possam empregar lipases imobilizadas. No reator de leito
fixo, as enzimas imobilizadas preechem a coluna do reator através da qual o reagente é
bombeado, é um dos tipos de biorreatores mais comumente empregado na biotecnologia,
sendo de facil operacéo e elevado volume de reator. Os PBRs possuem a vantagem de ter
baixa forca de cisalhamento sobre a enzima imobilizada, e isto gera longos periodos de
estabilidade enzimatica (HAMA et al., 2011a).

Alguns trabalhos empregando enzimas imobilizadas em reatores continuos tem sido
reportadas pela literatura especializada, devido aos beneficios ja mencionados. Na Tabela
2.9 sdo listados alguns trabalhos publicados referentes a producdo de biodiesel em reatores

continuos, em particular, de leito fixo.

Hsu et al. (2004) estudaram a etandlise continua de Oleo residual de fritura em
reator de leito fixo (135 mm x 25 mm de didmetro interno) empacotado com lipase B.
cepacia imobilizada. As condicBes operacionais otimizadas foram: vazéo de 1800 mL.h™%;

temperatura de 50 °C, razdo molar etanol: éleo de 4:1.

Nie et al. (2006) realizaram experimentos visando a otimiza¢do da alcodlise de

Oleos vegetal e residual de fritura operando em regime batelada e continuo, empregando
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lipase de Candida sp. 99-125 imobilizada em membrana de algod&o. A transesterificacdo
com metanol, em processo continuo, foi realizada em trés reatores em série (10 mm x 180
mm de didmetro interno) contendo 500 g de enzima, com trés etapas de adicao de um terco
equivalente molar de metanol (uma adicdo em cada reator) e éter de petroleo foi utilizado

como solvente.

Tabela 2.9. Processos de transesterificacdo enzimatica para a producao de biodiesel conduzida em

reator de leito fixo.

Lipase Oleo Agente Meio Referéncia
acilante
. . Isento de HSU et al.
B. cepacia residual EtOH solventes (2004)
Candidasp.imobilizada - ,
em membrana de r\;?s?gﬁzll MeOH Eter dg ?Je;roleo/ N(IongtB;ﬂ.
algodéo g
semente de ROYON
Novozym 435 algodio MeOH terc-butanol etal. (2007)
n-hexano
. SHAW et al.
Novozym 435 soja MeOH terc-butanol (2008)
palma i HALIM et al.
Novozym 435 residual MeOH terc-butanol (2009)
Isento de HAJAR et al.
Novozym435 canola MeOH solventes (2009)
NOVOZVIM 435 soia Iso- Isento de CHANG et al.
y ) propanol solventes (2009)
Novozym 435 irassol '\éfgﬁ Esteres de JACHMANIAN
Lipozyme TL-IM g acidos graxos et al. (2010)
Iso-propanol
i TONGBORIBOON,;
t:pgzg 2$ palma EtOH QZTCZ?@Z CHEIRSILP; H-
P KITTIKUN, (2010)
Novozym 435 soja MeOH terc-butanol CHEN et al. (2010)
Lipase B.cepacia Isento de 3
imobilizada em babagu EtOH solvente SIMOES (2011)
SiO,-PVA
Lipase AK
imobilizada em palma EtOH terc-butanol DORS et al. (2012)
SiO,-PVA

O glicerol foi separado na saida de cada reator. A conversdo do processo continuo
foi de 90% para o Oleo vegetal e de 92% para o Gleo residual. A estabilidade operacional

da lipase imobilizada foi superior a 20 dias (NIE et al., 2006).
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Royon et al. (2007) relataram a producdo de biodiesel por metandlise do dleo de
semente de algoddo utilizando Novozym435 como catalisador em solvente terc-butanol.
No processo batelada, foi possivel observar que a inibicdo da enzima, causada pelo
metanol insollvel, foi eliminada pela adicdo do terc-butanol ao meio reacional, que
também proporcionou um aumento no rendimento em ésteres. Um rendimento de 97 % foi
observado em 24 h de reacdo a 50°C, em meio reacional contendo 32,5% de terc-butanol,
13,5% metanol e 54% 6leo e carregamento catalitico de 0,017g de enzima.g™de éleo.
Rendimento de 95 % foi obtido utilizando um reator de leito fixo (180 x 6 mm) com uma
vazdo de 9,6 mL.h. O sistema continuo operou por mais de 500 h sem apresentar

expressiva reducdo no rendimento em ésteres.

O processo continuo de metandlise do dleo de soja, catalisado pela Novozym 435
na presenca de co-solvente, uma mistura de n-hexano: terc-butanol foi investigado por
Shaw et al. (2008). O reator de leito fixo consistiu de um tubo de ago inoxidavel de 250 x
25 mm empacotado com 1 g de enzima. A metodologia de superficie de resposta foi
utilizada para avaliar os efeitos dos parametros de sintese e as melhores condi¢bes de
sintese foram: temperatura 52 °C, vazdo de 6 mL.h™ e razdo molar de metanol:6leo de soja

4,3:1. O valor predito para a conversao foi de 74,2 % e o valor experimental de 75,2 %.

Halim et al. (2009) estudaram a metandlise do dleo de palma residual catalisada
pela Novozym 435 com objetivo de determinar a condigdo 6tima para o processo continuo
de transesterificacio em um reator de leito empacotado, visando a possibilidade de
aumento de escala de processo. As duas colunas com dimensfes de 180 mm x 10 mm
foram alimentadas em fluxo ascendente. Duas importantes varidveis do processo foram
estudadas: altura do leito e vazdo do substrato. As melhores condigdes para a
transesterificagdo foram: 105,3 mm de altura do leito e vazdo volumétrica de 34,2 mL.h™
de substrato, nestas condi¢des o rendimento em ésteres metilicos foi de 79,0 % tendo um
valor predito de 80,3%.

A metandlise enzimatica do 6leo de canola em reator de leito fixo (100 mm x 15
mm) contendo 2 g de Novozym 435 e pequenos pedagos de esponja natural em meio isento
de solventes foi estudada por Hajar et al. (2009). O sistema foi constantemente recirculado
durante 72 h e o metanol adicionado em 3 etapas, uma no inicio da reacgdo (0 h), a segunda
em 24 h e a terceira em 48 h. A metodologia de superficie de resposta foi aplicada para

determinar o efeito das seguintes variaveis: fluxo do substrato, temperatura e razdo molar



66

etanol: 6leo de canola. As condicdes 6timas obtidas foram: fluxo de 378 mL.h™,
temperatura de 38 °C e razdo molar metanol: dleo de canola de 4,3:1. Estas condicoes
foram repetidas por 6 ciclos (432 h) no reator de leito fixo, mantendo a conversdo de

ésteres metilicos superior a 97% (retiradas a cada 72 h).

A producéo de biodiesel em um reator de leito fixo (aco inoxidavel, 250 mm x 46
mm) mediada pela lipase Novozym 435, a partir de 6leo de soja com isopropanol em
sistema isento de solvente foi investigado por Chang et al. (2009). Os autores utilizaram
como ferramenta o planejamento estatistico para determinar as condi¢fes otimizadas da
reacdo. As condi¢fes que permitiram uma conversdo de 75 % em ésteres isopropilicos no
processo continuo foram: fluxo = 6 mL.h™}, temperatura= 51,5 °C e razdo molar de 1:4,14
(6leo:alcool), utilizando 1,7 g de lipase. A lipase mostrou excelente estabilidade
operacional e o sistema foi operado durante sete dias sem reducdo da producdo dos ésteres
isopropilicos. Segundo os autores, o alcool isopropilico € um subproduto da industria
eletronica e sua utilizagao reduziria os custos do processo de producéo de biodiesel.

A adicdo de ésteres ao substrato da reacdo de transesterificacdo continua do 6leo de
girassol com etanol e isopropanol foi proposta por Jachmanian et al. (2010). O reator
consistiu de uma coluna de vidro (200 mm x 18 mm) e a alimentacéo foi feita em fluxo
descendente. A adicéo de ésteres alquilicos de acidos graxos no inicio da reacdo pode ser
util para modificar a solubilidade entre o 6leo e o &lcool. Novozym 435 e Lipozyme TL-IM
foram testadas quanto a sua atividade catalitica e produtividade na transformacéo continua,
usando substratos de composicdo variada. Foram alcangadas concentragdes massicas em
ésteres da ordem de 80% em 80 h de ensaio, utilizando uma propor¢do de 35:35:30 (6leo
de girassol:etanol:ésteres etilicos) e a lipase Novozym 435.

A sintese de biodiesel utilizando um reator de leito fixo com uma mistura de lipases
(Pseudomonas fluorescens-AK e Candida rugosa-AY) para a transesterificacdo do 6leo de
palma com etanol em meio isento de solvente foi proposta por Tongboriboon; Cheirsilp;
H-Kittikun (2010). O reator consistia de duas colunas empacotadas, na primeira as duas
enzimas estavam misturadas e na segunda a lipase AY estava no fundo e a lipase AK no
topo da coluna. O substrato foi alimentado em fluxo ascendente de 15 mL.h™ e a
temperatura foi controlada por circulacdo de agua (45 °C). A conversdao média do oleo de
palma em biodiesel na coluna empacotada com as lipases separadas foi de apenas 14%.

Esse resultado foi atribuido ao efeito inibitério do etanol sobre a atividade da lipase AY.
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Na coluna empacotada com a mistura das lipases, a producdo média de biodiesel foi da
ordem de 22%. Para aumentar a conversdao do 6leo de palma em biodiesel, os autores
aumentaram a altura da coluna de reacdo. O teor de biodiesel obtido na coluna empacotada
com as lipases separadas atingiu valor maximo de 67% em 8 h, mas diminuiu para 59 % e
49 % apos 12 h e 22 h, respectivamente. Neste mesmo estudo foi testada a adi¢éo gradual
de etanol. Observou-se que a diferenca da conversdo de biodiesel quando todo o etanol foi
adicionado em uma unica etapa (89 %) em relacdo ao teste efetuado com adicdo gradual
em trés etapas (91 %) foi de apenas 2%. Assim, a adicdo em uma Unica etapa foi
considerada a melhor escolha, pois a adi¢do gradual do substrato pode impor limitacdes na

configuracdo do reator, principalmente para operagdo em fluxo continuo.

Chen; Chen (2011) produziram biodiesel a partir de 6leo de soja com metanol na
presenca de terc-butanol (32,5 % em relacdo a massa de 6leo) mediado pela lipase CALB
imobilizada (Novozym 435). Este solvente aumentou a miscibilidade do metanol com
6leos vegetais, bem como atuou como agente de regeneracdo da lipase. Empregando um
planejamento estatistico de experimentos e analise dos resultados pela metodologia de
superficie de resposta, foi investigada a influéncia das variaveis independentes
(temperatura de reacdo, vazao volumétrica e razdo molar do substrato) na variavel resposta
considerada (conversdao molar). As condi¢des Gtimas para operacdo continua do reator de
leito fixo proporcionaram uma conversdo maxima de 83,31% com vaz&do volumétrica de 6
mL.h™, 52,1 °C e a razdo molar de 4:1 (alcool:6leo). O reator de leito operou por mais de

30 dias sem perda significativa na conversdo de substrato.

Simdes (2011) investigou a reacdo de etandlise enziméatica do 6leo de babacu em
sistema continuo, meio isento de solvente. O estudo iniciou com a realizacdo de um teste
de desempenho empregando duas preparacGes de lipase imobilizadas, uma disponivel
comercialmente (Novozym 435) de eficiéncia comprovada na literatura e outra adquirida
na forma soluvel e posteriormente imobilizada (suporte ndo comercial SiO,-PVA) de
eficiéncia comprovada em trabalhos anteriormente efetuados em regime de batelada
empregando 6leo de babacu (DA ROS et al., 2010; FREITAS et al., 2009). As conversdes
de biodiesel na etanolise enzimatica do Oleo de babagu variaram de 65 a 87%,
correspondendo a um tempo espacial de 7h em reator de leito fixo (didmetro interno = 15

mm, altura = 55 mm) operando em modo continuo (temperatura 50 °C, razdo molar 1:7
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(6leo de babacu:etanol), vazéo 0,78 mL.h™*, empregando a lipase B. cepacia imobilizada
em suporte ndo comercial, SiO,-PVA.

Dors (2012) avaliou a reacdo de alcodlise enzimatica do 6leo de palma com etanol
em sistema continuo na auséncia e presenca de solvente (terc-butanol). Para tanto, foram
utilizadas as lipases de Pseudomonas fluorescens imobilizada em suporte hibrido
polissiloxano — alcool polivinilico (AK SiO,-PVA) e de Candida antarctica imobilizada
(Novozym 435) disponivel comercialmente. Foi avaliado o comportamento da reacdo de
alcoolise em reator do tipo tanque agitado com cesta e do tipo leito fixo. Os rendimentos
mais elevados no reator do tipo cesta (48%) foram obtidos com um tempo espacial de 13 h,
utilizando 30 % de terc-butanol em relacdo ao 6leo. No reator de leito fixo, 0s rendimentos
mais elevados (88%) foram obtidos utilizando a enzima AK imobilizada em SiO,-PVA, na

presenca de solvente.
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3. OBJETIVOS

Na revisdo bibliogréafica buscou-se enfatizar a relevancia dos 0Oleos vegetais de
composicdo predominantemente laurica (C 12:0) como matéria-prima para producédo de
biodiesel, bem como as configuracbes de reatores utilizados na sintese enzimatica de
ésteres alquilicos. Dentre as matérias-primas nacionais que se constituem fonte de acidos
graxos de cadeia média, destacam-se 0s 6leos de babagcu, macauba e coco que apresentam

elevados teores de acido laurico (36 a 48%).

Na revisdo bibliografica, observa-se que poucos trabalhos reportam a etanolise de
6leos vegetais catalisada por enzimas imobilizadas em reatores continuos de leito fixo em
série, evidenciando o efeito de variaveis de processo e caracterizando e quantificando

adequadamente o produto formado.

Assim, o presente trabalho de mestrado teve como meta alcancar os seguintes

objetivos:

OBJETIVOS GERAIS:

—> Estudar a sintese de biodiesel em reator continuo de leito fixo conectado sem série
em meio isento de solvente;

—> Analisar a viabilidade técnica de obtencdo de biodiesel neste sistema.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

—> Avaliar os efeitos dos seguintes parametros de processo na producdo de biodiesel
enzimatico: razdo molar entre os reagentes de partida e configuracdo dos reatores
continuos em série;

—> Segregar o glicerol formado através de colunas preenchidas com resinas de

troca idnica.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Materiais
4.1.1. Fonte de lipase

Todos os experimentos foram realizados utilizando a lipase ndo especifica de
Burkholderia cepacia manufaturada pela Amano (Nagoya, Japdo) adquirida na forma em
po (extrato enzimético) da Sigma-Aldrich (Brasil) e posteriormente imobilizada em suporte
hibrido polissiloxano-alcool polivinilico (SiO,-PVA), preparado pela técnica sol-gel (DA
ROS et al., 2010).

4.1.2. Materiais de partida

Como materiais de partida foram utilizados: etanol anidro (99%, Cromoline), dleo
de babacu gentilmente cedido pela Pulcra Chemicals (Jacarei-SP); 6leo da améndoa de
macauba adquirido da Associacdo dos Pequenos Produtores Rurais de Riacho D Antas e
Adjacéncias-Fazenda Riacho D Antas (Montes Claros-MG) e o 6leo de coco obtido da
Fres-coco (S@o Paulo-SP). As propriedades dos Oleos testados estdo apresentadas no
APENDICE A.

4.1.3. Outros reagentes

Resina de troca ionica (Lewatit GF 202) foi gentilmente cedida pela Lanxess
(Leverkusen, Alemanha). Corante alimenticio Amaranto foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Brasil). Outros reagentes utilizados foram: solventes (terc-butanol e hexano, Cromoline),
alcool polivinilico (88%, Acros Organics), HCI (minimo 36%, Isofar), epicloridrina (99%,
Aldrich), polietilenoglicol (MM 1500, Synth), tetraetilortossilicato (98%, Aldrich), goma

arabica em pé pura (Synth) e dleo de oliva comercial com baixo teor de acidez (Carbonell).

4.2. Equipamentos
4.2.1. Reator de leito fixo

Para a elaboracdo e adaptacdo dos reatores de leito fixo na producdo de biodiesel,
foram utilizadas colunas de vidro, bomba peristéltica, placa de agitacdo, tubulacdes de

silicone, banho termostatizado, aquecedor e resisténcias flexiveis. As especificagdes dos
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equipamentos estdo descritas na Tabela 4.1. As conexdes foram feitas por tubos de silicone

e de marprene.

Tabela 4.1. Especificacdes dos itens adquiridos para a construcdo do reator de leito fixo.

Equipamento Descrigéo Marca
Bomba peristaltica Bomba Peristaltica SJ-1211 Atto
Banho termostatizado Banho Ultratermostato Criostato Nova ética
Coluna de vidro Diametro= 15 mm, Altura = 50 mm, Construido em oficina
Volume = 8,0mL especializada
Reator de vidro Didmetro= 15 mm, Altura = 55 mm, Construido em oficina
de coluna encamisado Volume = 10 mL especializada
Agitador magnético Agitador Magnético MA 085 Marconi
Aguecedor e Desumidificador .
Aquecedor de ar (2000W) Mondial
Resisténcias flexiveis Resisténcia flexivel 2m/25W KW Resisténcias Eletr.

4.2.2. Principais equipamentos

Os equipamentos utilizados neste trabalho foram: balanca analitica ID 50 Marte
(Marte Balancas e Aparelhos de Precisdo Ltda.) para a determinacdo do teor de umidade
dos suportes e derivados imobilizados; para as analises de atividade enzimatica foram
usados um banho termostatizado com agitagdo, Modelo 145 Marconi (Marconi) e um
Titulador automético Modelo 794 BASIC TITRINO Metrohm (Metrohm Pensalab
Instrumentacdo Analitica Ltda, Sdo Paulo, SP); incubadora Modelo 420 TECNAL
(Equipamentos para laboratdrios) para a imobilizacdo da lipase; Cromatografo a gas
Modelo GC-3800 VARIAN (Varian Inc. Corporate Headquarters, Palo Alto, CA, EUA)
para dosagens dos ésteres de etila. A viscosidade absoluta foi mensurada em viscosimetro
Brookfield Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers, Inglaterra), empregando o cone CP
42. A densidade foi analisada em densimetro Anton Paar Modelo DMA 35N EX (Anton

Paar, Austria).

4.3. Metodologia experimental
4.3.1. Sintese e ativacao do suporte hibrido

O composto hibrido de polissiloxano-alcool polivinilico foi sintetizado conforme
metodologia descrita por Paula et al. (2008), pela mistura de 5mL de tetraetilortossilicato
(TEOS), 5 mL de etanol, 6 mL de uma solugdo de alcool polivinilico (PVA) 2% (m.v™Y).
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Esta mistura foi aquecida a 60 °C sob agitacdo, com adi¢éo de 0,2 mL de HCI concentrado.
A mistura permaneceu 40 minutos reagindo, e apds este tempo a preparagdo resultante foi
mantida a 25 °C por no minimo 48h até a completa dissolu¢do. O composto foi triturado e
classificado em peneira padrdo série Tyler, onde o composto ultrapassava a peneira 42
MESH e ficava retido na peneira de 60 MESH. Em seguida, o suporte foi embebido em
solucdo de agente de ativacdo epicloridrina 2,5% (v.v'') em solugéo tampdo fosfato de
sodio (0,1 mol.L™ e pH 7,5) na proporcdo massa de suporte:volume de solucio de 1:10,
sendo esta mistura mantida sob agitacéo por 2h a temperatura ambiente. Apos este periodo,
o suporte foi lavado diversas vezes com agua destilada e solucdo tampdo de fosfato de
sodio (0,1 mol.L™ e pH 7,5) e em seguida encaminhado & estufa (60 °C) por 24h.

4.3.2. Imobilizacao da lipase B. cepaciaem SiO,-PVA ativada

A enzima foi imobilizada covalentemente ao suporte. O suporte ativado foi
embebido em hexano numa relacéo sélido:liquido de 1:10 (g.mL™) e mantido sob agitacéo
por 2h. Apos este periodo, o sélido decantou e o excesso de hexano foi removido por
filtracdo a vacuo. Em seguida, sob o suporte foi adicionado PEG 1500 (1g suporte: 100 pL
de PEG) e lipase na proporcao de 300 mg de enzima.g™ suporte ativado (seco). O derivado
imobilizado foi recuperado por filtracdo a vacuo e em seguida transferido para um
dessecador acoplado a uma bomba a vacuo, no intuito, de reduzir o teor de umidade. A
atividade hidrolitica do derivado imobilizado foi determinada pelo método de hidrélise do
azeite de oliva (SOARES et al., 1999). Uma unidade de atividade de enzima (U) foi
definida como a quantidade de enzima que libera 1 pmol de acidos graxos livres na
condigdes do ensaio (pH 7,0 e temperatura de 37 °C). Os resultados foram expressos em
unidades de atividade por grama de sélido.

4.3.3. Teste com a resina de troca idnica (Lewatit GF 202)

A resina Lewatit GF 202 foi desenvolvida pela Lanxess especialmente para
purificacdo de biodiesel removendo glicerol e sabdo. As propriedades fisico-quimicas desta
resina de troca idnica estdo disponiveis no APENDICE B (LANXESS, 2013).

No teste, o efluente do primeiro reator PBR permeia em fluxo descendente pela

coluna de vidro recheada com a resina de troca iénica. O fluxo foi controlado pela bomba
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peristaltica, na vazéo requerida do processo. A temperatura na coluna extratora foi mantida
em 25 °C (temperatura ambiente).

4.4. Testes operacionais
4.4.1. Calibracao da bomba peristaltica

A bomba peristéltica foi calibrada sob os mesmos pardmetros utilizados nos ensaios
de sintese de biodiesel, com relacdo a razdo molar alcool: 6leo do meio reacional e a
temperatura. A mangueira utilizada foi de marprene 1,6 mm X 0,5 mm (WATSON -
913AJ05.016). O ajuste inicial da bomba foi feito levando em consideragdo a calibragéo do
fabricante da bomba que utiliza &gua para fazer a curva de calibracdo. A partir desta
informacao, realizou-se o ajuste manual na bomba para alcancar os valores das vazdes
utilizados nos testes. Este teste consistiu na coleta de 1,0 mL de meio reacional,

cronometrando-se o0 tempo.

4.4.2. Funcéo de Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR)

Para o célculo da DTR no reator de leito fixo, foi realizado um teste tracador
(corante lipossolavel Cl 61554) tipo pulso (Figura 4.1). Inicialmente, foi efetuada uma
varredura de frequéncias em espectrofotdmetro na faixa da luz visivel (UV-Visivel Varian
modelo Cary 50), empregando-se uma concentragdo de tracador (10% m.v*) diluida no
meio reacional 6leo de coco e etanol (razdo molar 6leo: etanol de 1:12), visando
determinar o comprimento de onda no qual a absorbancia era maxima. Em seguida,
empregando-se o comprimento de onda determinado (646 nm), foi construida a curva de
calibracdo correlacionando a leitura da absorbancia em funcdo da concentracdo de
tracador.
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Figura 4.1. llustragdo do sistema durante o teste tragador demonstrando a distribuicdo do corante
nos reator PBR duplo estagio e na coluna extratora de glicerol

Para a realizacdo do ensaio de Distribuicdo do Tempo de Residéncia utilizou-se
dois reatores de capacidade nominal de 10 mL, cada um, empacotado com 6,94 gramas de
lipase imobilizada em SiO,-PVA inativada. O tracador (corante lipossolivel Cl 61554) na
concentracdo de 10% em meio reacional foi injetado com o auxilio de uma seringa de 5,0
mL, tendo sido injetado 0,791 g da mistura. O reator foi alimentado com meio reacional
numa vazo fixa de 1,56 mL.h™, sendo retiradas amostras na saida da segunda coluna a
cada 1 hora por um periodo total de 38 h, considerando-se como tempo inicial do ensaio o

momento da injecao do tracador.

Os valores de concentracdo do corante na saida do reator foram calculados segundo
equacdo obtida na curva de calibracdo. Por meio dos valores determinados, foi plotado um
grafico de concentracdo do corante (mg.mL™) em funcdo do tempo e um modelo
matematico exponencial foi ajustado aos pontos obtidos. A funcdo da DTR, E(t) foi

calculada pela equacéo 4.1, considerando constante a vazéo volumetrica utilizada.

C(t)

FO S e

(4.1)
Em que: C(t) = a concentracdo do corante no tempo t (g.mL™) e t = tempo (h). Para
determinar o valor do denominador da equacdo 4.1, foi construido um grafico de C(t)
versus t e com o auxilio do software OriginPro 8 SR0 v8.0724 (B724), a funcdo da DTR,
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E(t), foi determinada e o tempo médio de residéncia, ty,, que corresponde ao tempo

espacial, 7, foi calculado pela equacéo 4.2.

oo

T=t, = f t.E(t) dt 4.2)

0

E muito comum comparar-se as DTRs usando 0s seus momentos em vez de tentar
comparar as distribuicdes em sua totalidade. O primeiro momento é o tempo médio de
residéncia. O segundo momento comumente usado é relacionado a média e é denominado

de variancia (ou quadrado do desvio-padrio), o>, sendo definido pela Equacdo 4.3.

o)

g% = f (t —tm)?.E(t)dt (4.3)
0

A magnitude desse momento é um indicativo do alargamento da distribuicdo de
forma que quanto maior seu valor maior serd o alargamento da distribui¢do. O terceiro
momento e também tomado em torno da média e é denominado coeficiente de assimetria,

sendo definindo pela Equacéo 4.4.

g3 =

N?wl =

.j(t —tm)3.E(t).dt (4.4)
0

A magnitude desse momento mede a extensdo em que a distribuicdo é assimétrica
em uma ou outra dire¢do em relacdo a média (FOGLER, 2002). Para esse modelo, analisa-
se a DTR para determinar o numero de tanques ideais, n, em série que correspondera
aproximadamente a mesma DTR do reator nao ideal utilizado. De posse dos dois primeiros

momentos da DTR, pode-se determinar o parametro n pela Equacgéo 4.5.

Lo (4.5)

02
4.5. Montagem experimental

4.5.1. Reator de leito fixo (um estagio)

A representacdo esquematica dos ensaios € demonstrada na Figura 4.2, sendo
composto de um reator de vidro e conexdes. A sintese de biodiesel foi realizada em

colunas de vidro encamisada com capacidade nominal de 10 mL. O substrato foi



77

alimentado por meio de uma bomba peristaltica (SJ-1211-Atto), com fluxo ascendente na
vazdo estabelecida. A temperatura do sistema foi mantida constante (50 °C) e controlada
por banho termostatico. Para evitar perda de etanol no sistema, foi acoplado um
condensador de refluxo ao vaso de alimentacdo. Foram realizados 6 experimentos. Em
cada experimento a coluna foi empacotada com uma suspenséo do derivado imobilizado no
meio reacional e em seguida estabilizada pela recirculagcdo do substrato através da coluna
por um periodo de 3 tempos espaciais. Esta metodologia possibilitou a retirada de bolhas
de ar formadas durante a etapa do empacotamento da coluna. As amostras foram
acondicionadas e estocadas a -2°C, para posterior analise por cromatografia de fase gasosa.
Os resultados foram expressos em porcentagem massica dos ésteres obtidos.

Figura 4.2. Esquema experimental do reator de leito fixo simples estagio: 1- Banho termostético, 2-
Agitador magnético, 3- Frasco de alimentacdo, 4- Condensador de refluxo, 5- Bomba peristaltica,
6- Reator tipo leito fixo, 7- Saida de produto.

4.5.2. Reator de leito fixo conectados em série dois estagios

A representacdo esquematica dos ensaios € demonstrada na Figura 4.3, sendo
composto de dois reatores, dispostos em série, com uma coluna extratora de glicerol entre
cada reator e conexdes. A sintese de biodiesel foi realizada em reatores de vidro
encamisados com capacidade nominal de 10 mL. O substrato foi alimentado por meio de

uma bomba peristaltica (SJ-1211-Atto), conforme descrito no item 4.5.1.
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p—

Figura 4.3. Esquema experimental dos reatores de leito fixo em duplo estagio: 1- Banho
termostatico, 2- Agitador magnético, 3- Frasco de alimentagdo, 4- Condensador de refluxo, 5-
Bomba peristéltica, 6- Reator tipo leito fixo, 7- Coluna extratora de glicerol; 8- Saida de produto.

4.6. Sintese de biodiesel em reator de leito fixo (PBR)

A mistura reacional composta por 6leo vegetal e etanol foi mantida em um vaso de
alimentacdo, sob agitacdo magnética (150 rpm) e temperatura de 50°C. O substrato foi
bombeado através da coluna do reator de leito fixo com auxilio de uma bomba peristaltica
(SJ-1211-Atto) na vazdo requerida. Ao final dos experimentos, a enzima foi recuperada e
lavada com terc-butanol para a remogéo de substratos e produtos eventualmente retidos nas
particulas da matriz. A atividade hidrolitica inicial e residual dos substratos imobilizados
foram determinadas pelo método de hidrélise do azeite de oliva (item 4.9.3), empregando o
modelo de inativacdo de primeira ordem foram calculados as constante de inativagédo (Kg) e
tempo de meia-vida (t 1), pelas equagdes 4.6 e 4.7, respectivamente.

A —kd.t
—=e (4.6)
A,
In2
t,=— 4.7

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

biocatalisador.
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4.7 Ativacao e recuperacao da resina Lewatit GF 202

A resina de troca ibnica (Lewatit GF 202) foi, inicialmente, pré-condicionada pela
lavagem com metanol, e em seguida secada a temperatura ambiente. A resina ativada foi
acondicionada em uma coluna de vidro, através da qual o efluente do primeiro reator PBR
permeava. O fluxo foi controlado pela bomba peristéltica, na vaz&o requerida do processo.
A temperatura na coluna extratora foi mantida em 25 °C (temperatura ambiente). A
recuperacdo da resina, ap0s 0 processo, ocorreu por meio de lavagens sucessivas com

metanol e secagem a temperatura ambiente.

4.8. Purificacdo das amostras de biodiesel

Inicialmente, as amostras foram submetidas a lavagens sucessivas com agua
destilada. Em cada lavagem, foi utilizado aproximadamente 0 mesmo volume de agua em
relacdo ao volume da mistura reacional. A mistura foi transferida para um funil de
decantacdo, agitada e mantida em repouso por tempo necessario até a separacdo das fases.
A fase superior é constituida pelos ésteres de etila (biodiesel) e a fase inferior por glicerol e
agua de lavagem. A fase inferior foi descartada e a fase superior submetida a centrifugacao
(1569 g/15 min) e posteriormente a evaporagdo em rota-evaporador (70°C/30 min) para a
retirada de tracos de etanol e dgua remanescentes. Para finalizar a etapa de purificacéo,
foram adicionadas pequenas quantidades de sulfato de sédio anidro.

4.9. Métodos de analise
4.9.1. Densidade do suporte hibrido de SiO,-PVA

A densidade do solido foi determinada em baldo volumétrico previamente aferido
com &gua a temperatura ambiente. Adicionou-se uma massa conhecida de suporte no
interior do baldo, as mesmas foram imersas em agua destilada sob vacuo para eliminar o ar
contido nos espacos intra e interparticulas. O baldo volumétrico foi aferido com &gua,
determinando o volume ocupado pelo solido por diferenga de massa apds preencher o
baldo. A densidade foi calculada como a relagdo entre a massa e o volume ocupado pelos

solidos.
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4.9.2. Teor de umidade

O conteudo de agua do suporte e dos derivados imobilizados foi determinado em
uma balanca de secagem acoplada com lampada de infravermelho (Marte ID 50). A anélise
consiste na medida da perda de massa do material apds secagem de uma quantidade
conhecida (aproximadamente 0,1g) em balanca analitica com infravermelho durante 15
minutos & 100°C.

4.9.3. Determinacédo da atividade hidrolitica

A atividade hidrolitica da lipase B. cepacia nas formas livre e imobilizada foram
determinadas pelo método de hidrélise do azeite de oliva, de acordo com metodologia
modificada por Soares et al. (1999). Os acidos graxos livres liberados na reacdo foram
titulados com solucdo de KOH (0,025 mol.L™) utilizando fenolftaleina como indicador.
Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de
acido graxo por minuto de reacdo, nas condicOes de teste. As atividades foram calculadas
de acordo com a Equagéo 4.8 e expressa em pmol.g™.min™ (U.g™).

A= (va—vb).C.1000

t.m (4.8)

em que: v,= volume de KOH gasto na titulacdo da amostra, v,= volume do KOH gasto na
titulacdo do branco, M = concentracdo da solucdo de KOH, t = tempo de reacdo em min, m

= massa da amostra seca, em gramas.

4.9.4. Dosagem dos esteres 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
aco inoxidavel 5% DEGS em Chromosorb WHP, 80/100 mesh (Hewlett Packard, Palo
Alto, CA, USA), 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.min™". As condicBes para determinacdo dos ésteres de etila sdo apresentadas
na Tabela 4.2.
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Tabela 4.2. CondicOes para determinagdo dos ésteres de etila por cromatografia gasosa.

Padr&o interno Hexanol
Programa de temperaturas 90 °C (3min), 120 °C (10 min) e 170 °C (15 min)
Taxa de variac&o 25 °C.min™
Gés de arraste Nitrogénio
Preparo da amostra 1:3 (amostra - hexano)
Preparo para injecao 1:1 (amostra - padréo interno)
Padréo Interno (P.I) Tempo (min)
C8 EtOH 3,28
C10 EtOH 5,26
C12 EtOH 8,56
Tempos de retengdo dos C14 EtOH 12,06
Monoésteres de etila (min) C16 EtOH 13,96
C18 EtOH 17,10
C18:1 EtOH 17,81
C18:2 EtOH 19,26

4.9.5. Ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN'H)

As analises de ressonancia nuclear magnética protonica (RMN*H) das amostras de
biodiesel foram realizadas em um espectrofotometro Varian modelo Mercury 300 MHz. O
solvente utilizado foi cloroférmio deuterado (CDC13), utilizando-se como referéncia o
tetrametilsilano. A conversdo do triglicerideo em seus respectivos ésteres foi determinada

pela técnica de RMN empregando a equacdo validada por Paiva et al.(2013).

4.9.6. Determinacéao da viscosidade absoluta

Os valores da viscosidade absoluta em fungdo da taxa de deformacdo foram
medidos em viscosimetro Brookfield Modelo LVDVII (Brookfield Viscometers Ltd,
Inglaterra) empregando o cone CP 42. As medidas foram realizadas a 40 °C, empregando

aproximadamente 0,5 mL de amostra.
4.9.7. Densidade do biodiesel
Os valores de densidade foram determinados utilizando um densimetro digital

Modelo DMA 35n EX (Anton Paar). As medidas foram realizadas a 15 °C, empregando-se

2,0 mL da amostra purificada.
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4.10. Célculos
4.10.1. Rendimentos da transesterificacéo

O rendimento (R) das reacdes de sintese de biodiesel foi definido como o valor que
expressa a massa total obtida de ésteres de etila (M) em relacdo a massa total tedrica
esperada de ésteres de etila (3Me). M. é determinada a partir da massa de acidos graxos
presente na massa inicial do 6leo vegetal (M,), da massa molecular correspondente a cada
acido (MM,) e do éster correspondente (MM,). Este calculo é representado pela Equacgéo
(4.9a) em que M, corresponde ao produto da concentracdo massica de cada acido graxo
(Ca), com a massa inicial de 6leo utilizada (M;) (Equacdo 4.9b). O rendimento foi
calculado utilizando a massa total de ésteres obtida pela anélise por cromatografia gasosa
(M) pela massa total tedrica de ésteres de etila (3M,), conforme mostrado na Equacéo
(4.9¢).

_ (Mo MMe) (493.)
Me =~ a
Mo = Ca. M4 (4.9b)
M,
= 100 (4.9¢)
XM,

Em que: M; = massa total de ésteres de etila produzidos (g); M. = massa tedrica maxima de
ésteres de etila (g); M, = massa de acidos graxos presentes na massa inicial do 6leo vegetal
(6leo de babacu, macauba e coco);(g) MM, = massa molecular de cada acido graxo
(g.gmol™); MM, = massa molecular do éster de etila (g.gmol™); C, = concentracdo massica
do 4cido graxo no 6leo vegetal testado (g.g™); M; = massa inicial de 6leo vegetal (g); R =

rendimento (%).

4.10.2. Tempo espacial (1)

O tempo espacial foi calculado de acordo com Levenspiel (2000), conforme as
Equacdes 4.10 (a), (b) e(c):

\Vj (4.10a)
T=—
VO
\Y :Vreator _Vcatalisadai (4.10b)
W
Vcatalisadw = (4-10C)

Jo,
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em que: T = é o tempo espacial (min), V = volume atil do reator (mL), vo = vazdo
volumétrica sobre a secdo da coluna (mL.h™), Vieaor = volume total do reator, Veaaiisador =
volume ocupado pelo catalisador no interior do reator, w = massa do catalisador seco (g),

p= densidade do biocatalisador seco (g.mL™).

4.10.3. Produtividade

A produtividade foi calculada de acordo com a Equacdo 4.11:

c
P=

: (4.11)

Em que: P = produtividade (MQsser. Omeio -h™); C = concentracio de ésteres etilicos na

safda do reator (Mgester.Gmeio -); T = tempo espacial (h).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Composic¢ao quimica dos 6leos vegetais testados

As propriedades fisico-quimicas dos 0leos, gorduras e seus respectivos ésteres
alquilicos, variam de acordo com a composicdo dos acidos graxos presentes em cada
matéria-prima (KARMAKAR; KARMAKAR; MUKHERJEE, 2010). Em relacdo a
composi¢cdo em acidos graxos, Pinzi et al. (2009) reportaram que matérias-primas
adequadas para a sintese de biodiesel devem conter: i) elevado teor de &cidos graxos
monoinsaturados; ii) baixo teor de &cidos graxos poli-insaturados e iii) quantidade
controlada de &cidos graxos saturados. Este perfil de &cidos graxos permite alcangar um
biodiesel com propriedades que atendem as normas estabelecidas (PINZI et al., 2009).

A Tabela 5.1 apresenta o perfil de &cidos graxos dos 6leos vegetais testados no
presente trabalho, na qual verifica-se que todos os 6leos apresentam elevado teor de acido
laurico (36-47%), seguido de acido miristico (10,4-19,1%) e oleico (6,1-28,1%). A elevada
porcentagem de acido oleico (=28.1%) presente no 6leo de macatba confere maior fluidez
desta matéria-prima a temperatura ambiente, o que pode facilitar a operacdo do reator de
leito fixo.

Tabela 5.1. Composic&o em acidos graxos (% m.m™) dos 6leos vegetais testados.

Acido graxo Babagu Macatba Coco
C8:0 Caprilico 35 5,6 9,0
C10:0 Céprico 45 3,9 6,5
C12:0 Laurico 44,7 36,3 471
C14:0 Miristico 17,5 10,4 19,1
C16:0 Palmitico 9,7 8,7 8,0
C18:0 Estearico 31 3,6 2,6
Ci18:1 Oleico 15,2 28,1 6,1
C18:2 Linoleico 1,8 3.4 1,6
Saturado 83 68,5 92,3
Monoinsaturado 15,2 28,1 6,1
Poli-insaturado (2) 1,8 34 1,6

Grau de Insaturagdo 17,0 31,5 7,7
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5.2. Propriedades da lipase de B.cepacia imobilizada em SiO,-PVA

Para a realizacdo dos experimentos foram preparadas dez bateladas da lipase B.
cepacia imobilizada em SiO,-PVA, de acordo com metodologia descrita nos itens 4.3.1 e
4.3.2. O derivado imobilizado e o suporte (SiO,-PVA) foram caracterizados quanto as suas
propriedades morfoldgicas, utilizando o método de Brunauer, Emmett e Teller a partir de
isotermas de adsorcdo de Ny a 77k, conforme apresentado na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Propriedades morfoldgicas do suporte e da lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-
PVA.

Material Area superficial Volume de poros
especifica especifico
(m2.g™) (cmig™)
Suporte 461 0,28
Derivado imobilizado 337 0,25

A atividade hidrolitica média obtida foi da ordem de 2038 + 141 (U.g™%) e a
umidade inferior a 12%. A massa especifica da enzima imobilizada em SiO,-PVA
determinada foi de 1,865 g.mL™. Conforme dados apresentados na Tabela 5.2 nota-se a
deposicdo da lipase na superficie do suporte, em funcdo da reducdo da area superficial,
confirmando a imobilizacdo da enzima. Além disso, o volume de poros do derivado
imobilizado foi também menor em relacdo ao suporte. O Apéndice C apresenta as
propriedades bioquimicas e cinéticas da lipase de B.cepacia imobilizada em SiO,-PVA,

conforme dados publicados por Da Rés et al. (2010).

5.3. Ajuste da vazdo da bomba peristéltica e calculo do tempo espacial

Para esta andlise foram utilizados: bomba peristaltica, mangueira de marprene com
didametro interno de 0,5 mm e frasco de alimentacdo aquecido na temperatura de reacéo,
com agitacdo e condensador para evitar a perda de etanol por evaporagdo. O ajuste dos
parametros testados foi efetuado nas condicOes estabelecidas para a conducdo dos
experimentos: temperatura de 50 °C, substrato preparado na razdo molar 1:7 (6leo vegetal:
etanol) para os experimentos 1 a 3 e razdo molar 1:12 (6leo vegetal: etanol) para 0s
experimentos4 a 7. O ajuste foi feito manualmente no painel de controle da bomba e a
vazdo foi determinada por meio da verificagdo do tempo necessario para preencher 1,0 mL
do meio reacional, medido em proveta. O Apéndice D lista os valores de tempo e volume
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empregados para medicdo das vazdes ajustadas. O célculo do tempo espacial € apresentado

na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Célculos dos pardmetros operacionais do reator de leito fixo

Calculo
V:Inuzrinn(i:a Volume atil do leito Vazédo média ;E)r:cri)gl
Experimento (mL) (mL) (mL.h™) "
Venzimazw Vitil = Vreator — Venzima Ajuste r:m
cristalina vazéo
1 4,17 5,83 0,78 7,49
2 4,34 5,66 0,77 7,36
3 4,46 5,54 0,77 7,23
4 8,68 11,08 0,65-1,11 17-10
5 8,68 11,08 0,79-1,11 14 -10
6 8,68 11,08 0,80 13,90
7 8,68 11,08 1,52 7,31

5.4. Operacao do reator de leito fixo

Todos os experimentos foram realizados na temperatura de 50°C, de acordo com as

condicdes descritas no item 4.5.1 e listadas na Tabela 5.4. Nos experimentos 1 a 3 foram

efetuados testes do aparato experimental, levantamento de dados operacionais e avaliagdo

do desempenho PBR em um U(nico estagio utilizando os trés dleos lauricos. Os

experimentos subsequentes (4 a 7) foram conduzidos em reatores em duplo estagio

utilizando os 6leos de macauba e coco.

Tabela 5.4. Descri¢do dos experimentos realizados neste trabalho

" x Tempo
Experimento Oleo R,azao molar espacial Objetivo
vegetal (6leo:etanol) )
1 Babagu Testes operacionais
2 Macauba 1:7 7 e andlise de desempenho
3 Coco ' do PBR de simples
estagio
17
4 Macatiba 13 Reator PBR em duplo
12 estagio e variacao
do tempo espacial
> 1:12 12
: 10
Coco
6 14 Estudo da
7 produtividade
7 volumétrica
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5.5.Etandlise de dleos lauricos catalisada pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-
PVA em reator de leito fixo (um estagio)

Adotando a configuracdo de PBR simples estagio, foram testados trés Oleos
vegetais lauricos nas mesmas condi¢Ges operacionais, conforme aparato experimental

ilustrado na Figura 5.1.

Figura 5.1. Montagem experimental da etandlise continua de 6leos vegetais lauricos em reator de
leito fixo simples estdgio: (a) Vaso de alimentacdo contendo meio reacional Oleo:etanol razdo
molar (1:7); (b) Agitador magnético;(c) condensador;(d) Bomba peristaltica; (e)Reator PBR
empacotado com lipase imobilizada em SiO,-PVA;(f) Saida de produto.

Para o 6leo de babacu (Figura 5.2) o regime estacionario foi alcancado em 72 he a
concentracdo média em ésteres de etila foi de 60,6 + 4,2 (g.g7), correspondendo a
rendimento médio de transesterificacdo de 78,0 = 5,4 % e produtividade média de 81,9 +
6,0 MQsster.g "meio.n ™. Ao final do experimento, a enzima foi recuperada e lavada com terc-
butanol para a remocao de substrato e produtos eventualmente retidos nas particulas da
matriz. A atividade hidrolitica residual do derivado imobilizado foi de 1017 + 23 U.g™, o
que correspondeu a uma perda de atividade da ordem 54% em relacdo a atividade inicial.
Aplicando as equacdes 4.6 e 4.7 (secdo 4.6) foram obtidos os valores de 1,2.10.h™e 559h
para a constante de inativacdo e tempo de meia-vida, respectivamente.
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Figura 5.2 Formacao de ésteres na etanolise do 6leo de babacu em reator de leito fixo operando de
modo continuo (50° C, razdo molar 6leo vegetal etanol 1:7, tempo de residéncia 7 h) empregando
lipase B. cepacia imobilizada em silica-PVVA como biocatalisador

Para 0 6leo de macauba (Figura 5.3) o regime estacionario foi alcancado em 24 h (3
tempos espaciais) e o valor médio obtido em concentracdo massica de ésteres de etila foi

65,4+ 4,8 %(m.m™), correspondendo a rendimento de transesterificacdo de 86,3 + 6,5% e

17
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Figura 5.3. Perfil da formacdo de ésteres na etandlise do 6leo de macalba em reator de leito fixo
operando de modo continuo (50°C, raz&o molar 6leo vegetal: etanol 1:7, tempo de residéncia 7 h)
empregando lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA como biocatalisador.
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Ao final de 15 dias de processamento continuo da etandlise do 6leo de macauba, a
enzima imobilizada foi recuperada e tratada com terc-butanol. A atividade hidrolitica
residual do derivado imobilizado foi de 1580 + 107 U.g, o que correspondeu a uma perda
de atividade da ordem 41% em relacdo a atividade inicial. Aplicando as equacdes 4.6 e 4.7,
foram obtidos os valores de 1,4.10° h™ e 509 h para a constante de desativacdo térmica e

tempo de meio-vida, respectivamente.

No etanolise do dleo de coco (Figura 5.4a,b) o regime estacionario foi alcancado
em 72 h e o valor médio obtido em concentracdo massica de ésteres de etila 59,3 + 4,1%
(m.m™), correspondendo a rendimento médio de transesterificacido de 87,5 + 6,0% e
produtividade de 84,8 + 55MQsster.g meic.h™. As Figuras 5.4a e 5.4b apresentam o
comportamento dindmico da concentracdo total em ésteres de etila formados na reacédo
enzimética. A atividade residual da lipase recuperada foi da ordem de 1101 + 43 U.g™,
correspondendo uma perda de atividade enzimética de 48 % e revelando um tempo de
meia-vida de 447 horas. Os resultados obtidos na etandlise do 6leo de coco em reator PBR

simples estagio, foram similares aos obtidos com os 6leos de babacu e macauba.
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Figura 5.4a. Concentragdo total em ésteres obtida na etandlise enziméatica do 6leo de coco em
reator PBR, operando em modo continuo (temperatura 50°C, razdo molar 1:7 (6leo de coco:
etanol), vazdo 0,78 mL/h, tempo espacial 7 h) empregando a lipase B. cepacia imobilizada em
SiO,-PVA
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Figura 5.4b. Perfil de formag&o dos ésteres na etandlise continua do 6leo de coco em reator PBR,
catalisada pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA, em meio isento de solvente.

Informacdes adicionais dos experimentos realizados sao apresentadas na Tabela 5.5

que permite a comparacdo do desempenho do reator de um estagio para os trés Gleos

lauricos. Verifica-se que apesar do biocatalisador ter apresentado elevado tempo de meia-

vida( > 373 horas), nas condicdes testadas, independente do déleo usado a concentracéo

méaxima de ésteres esperada ndo foi alcancada (68,2%) limitando os rendimentos para

valores maximos de 87,5 %.

Tabela 5.5. Anélise de desempenho da etandlise de 0Oleos vegetais lauricos (babagu, macaiba e
coco) em reator PBR simples estagio, catalisada pela lipase B. cepacia imobilizada em silica-PVA

. Oleo de Oleo de Oleo de
Parametro .
babacu macauba coco

Biocatalisador (atividade inicial U.g™) 2220 + 84 2670 £110 2149+ 209
Biocatalisador (atividade residual U.g™) 1280+ 70 1580 + 107 1101 +43
Tempo de operagao do reator (dias) 15 15 15
Constante desativacéo térmica(ks, h™) x10° 1,53 1,45 1,86
Tempo de meia-vida do biocatalisador (h) 453 478 373
Concentracdo em ésteres (% Gester-g " meio) 60,6 +4,2 65,0+5,0 59,3+4,1
Produtividade (MQester- g substraton ) 81,9+6,0 93,4+6,9 84,8 +5,5
Rendimento de transesterificagdo (%) 78,0+54 85,8+6,6 87,5%6,0
Viscosidadecinematica (mm®.s™) 9,7+14 6,8+0,9 6,6+17
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Entretanto, é importante mencionar que o biorreator continuo geralmente exibe
menores rendimentos, em comparacao aos rendimentos alcangados em reator descontinuo.
Comparando os dados obtidos neste trabalho com aqueles descritos por Carvalho (2011)
usando o mesmo derivado imobilizado e 6leos vegetais lauricos, verifica-se na Tabela 5.6
que o desempenho alcancado em reator de batelada foi superior ao reator continuo tanto
em termos de conversdo de substrato como propriedades do biodiesel.

A reducdo do rendimento do sistema continuo de producdo de biodiesel pode ser
um resultado da elevada viscosidade do substrato que impediu um fluxo uniforme através
dos intersticios da matriz de imobilizacdo (SiO,-PVA). Outra razdo pode ser associada a
adsorcdo do glicerol na superficie do suporte durante o estado estacionario, logo a
quantidade acumulada de glicerol pode ser maior do que num processo em estado nao-

estacionario operada em regime descontinuo.

Desta forma, visando minimizar efeitos anteriormente mencionados, duas
estratégias foram adotadas: (i) aumento da razdo molar 6leo:etanol, promovendo desta
forma reducdo da viscosidade do meio reacional; e (ii) incorporacdo de uma coluna

extratora de glicerol, minimizando os efeitos restritivos do glicerol sobre o biocatalisador.

Tabela 5.6. Propriedades das amostras de biodiesel purificadas obtidas a partir dos 6leos de babacu
e macauba (reator descontinuo) catalisada pela lipase B.cepacia imobilizada em silica-PVA e
usando etanol como agente acilante.

Parametro Oleo de Oleo de
babacu macauba
Rendimento de transesterificagdo (%) 99,1+0,4 99,240,2
Viscosidade Cinematica & 40°C (mm?.s™) 4,28 4,56
Massa especifica a 20°C (kg.m®) 877 880
Numero de cetano 63 61

Reacdes de transesterificagdo conduzidas a 50°C, raz&o molar 6leo:etanol de 1:7 por 24h.
Fonte: Carvalho (2011)

5.6. Efeito do glicerol na etanodlise continua no reator PBR

Em razdo do efeito negativo do glicerol formado na etandlise enzimatica, torna-se
desejavel examinar o comportamento deste subproduto no leito catalitico (XU et al., 2011).
Um meétodo simples de tingimento empregando o corante Amaranto foi descrito por Xu et
al. (2011), para elucidar o comportamento do glicerol na etanolise do 6leo de colza,

verificando a particdo do glicerol in situ e seu acumulo sobre a enzima imobilizada.
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Neste contexto, no presente trabalho, testes foram conduzidos para verificar a
afinidade do glicerol pela lipase B.cepacia imobilizada em SiO,-PVA. Para tanto, em
misturas preparada com etanol, biocatalisador e glicerol (em diferentes propor¢des 0-10%),
foram adicionados o corante Amaranto na proporcdo de 10% (g.g™') em relagdo ao
derivado imobilizado. As fotos ilustradas na Figura 5.5 mostram a afinidade do glicerol
(indicado pela presenca do corante de cor vermelha) durante a investigagcdo no sistema
multifasico. De acordo com a literatura, o glicerol forma uma camada na superficie da
lipase imobilizada (XU et al., 2011), logo, o glicerol adicionado a mistura reacional
preparada foi identificada pelo corante (cor vermelha), sendo que nas fotos (1) e (7), o
glicerol apresentou afinidade tanto para o suporte hibrido formado por SiO,-PVA, quanto

para a lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA.

Esses resultados sdo similares aos reportados por Xu et al. (2011) que investigaram
a afinidade do suporte a base de silica e da Novozym 435 pelo glicerol empregando o
mesmo corante. Os resultados obtidos mostraram que o suporte a base de silica apresentou
grande afinidade pelo glicerol, em razdo das propriedades hidrofilicas do material.
Entretanto, a Novozym 435 demonstrou afinidade moderada, sugerindo que a lipase
imobilizada no suporte diminuiu o carater hidrofobico do suporte, em funcdo dos grupos

polares presente na enzima.

Figura 5.5. Afinidade do glicerol pelo suporte de SiO,-PVA e pela lipase imobilizada em SiO,-
PVA (derivado imobilizado): (1) derivado imobilizado e 0 % glicerol; (2) derivado imobilizado e 2
% glicerol; (3) derivado imobilizado e 4 % glicerol; (4) derivado imobilizado e 6 % glicerol; (5)
derivado imobilizado e 8 % glicerol; (6) derivado imobilizado e 10 % glicerol; (7) suporte SiO,-
PVA e 10 % glicerol.
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Em funcdo dessas observacGes uma estratégia foi proposta para a remoc¢do do
glicerol visando reduzir os problemas de transferéncia de massa, causados pelo glicerol, no
leito do reator, que influenciam a eficiéncia global do processo. Para tanto, foi considerada
uma configuracdo de reatores PBR em duplo estagio incorporando entre 0s reatores uma

coluna de vidro recheada com a resina Lewatit GF 202 para remogéo do glicerol.

5.7. Etandlise dos 6leos de macauba e coco em reator PBR em duplo estagio catalisada
pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA

O desempenho da montagem experimental consistindo de reatores de leito fixo em
duplo estagio e incorporando uma coluna extratora de glicerol foi testado na etandlise dos
6leos de macauba e coco, em meio isento de solventes nas mesmas condi¢fes operacionais
(Figura 5.6).

Figura 5.6. Montagem experimental utilizada na etandlise continua dos 6leos vegetais lauricos em
reator de leito fixo duplo estagio: (a) Agitador magnético;(b) Vaso de alimentagdo contendo o meio
reacional Oleo vegetal e etanol, raz8o molar oOleo:etanol (1:12);(c) condensador;(d) Bomba
peristaltica;(e) Primeiro reator PBR empacotado com lipase B.cepacia imobilizada em SiO,-
PVA;(f) Coluna extratora de glicerol (Lewatit GF 202);(g) Segundo reator PBR empacotado com
lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA; (h) Saida de produto (Esteres etilicos)

A mistura reacional dleo e etanol (razdo molar dleo: etanol de 1:12) foi bombeada
através dos reatores contendo cada um 7,8 g da lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-
PVA (carregamento catalitico de 15000 U), com o auxilio de uma bomba peristaltica (SJ-
1211-Atto) na vazdo adequada. Na saida do primeiro reator, foi acoplada uma coluna
contendo resina Lewatit para a adsorcdo do glicerol formado. O tempo espacial foi
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calculado de acordo com Levenspiel (2000). O desempenho do sistema operacional foi
avaliado para diferentes vazdes volumétricas correspondendo a tempos espaciais entre 10 e
17 h. Para cada condicdo, foi determinada a influéncia do tempo espacial na concentracéo
de ésteres de etila formados, rendimentos de transesterificacdo e produtividade (Figuras 5.7
e 5.8).
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Figura 5.7. Perfil de formagao dos ésteres na etandlise continua do 6leo de macauba em
reator PBR em duplo estagio para diferentes vazdes volumétricas.
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Figura 5.8. Rendimento em ésteres na etandlise continua do 6leo de macatba em reator
PBR em duplo estagio, empregando diferentes vazdes volumétricas.
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A Figura 5.7 mostra a concentracdo dos ésteres de etila derivados do oOleo de
macalba para diferentes tempos espaciais na saida do segundo reator. A alteracdo do
tempo espacial ao longo do processo interferiu na formacéo de éesteres de etila, resultando
numa concentracdo méxima de 60,6 % (m.m™), correspondendo a rendimento méximo de
transesterificacdo de 95,2 % (Figura 5.8). Esses valores sdo 20% superiores aos alcangcados

no primeiro estagio.

Na faixa de variacdo do fluxo de alimentacdo estudada, verifica-se que o melhor
desempenho do sistema foi constatado para tempo espacial de 14 h (vazéo volumétrica =
1,04 mL.h™"). Nessa condicdo 93,5 + 1,4% dos &cidos graxos presentes no 6leo de macadba
foram convertidos nos ésteres de etila correspondentes, alcancando uma produtividade
média de 45,9 + 0,90 MQsster.g " meio.n™. ESses resultados se comparam favoravelmente aos
dados descritos na literatura, principalmente se for considerado que os experimentos foram

efetuados em meio reacional isento de solventes.

Deve ser ainda destacado que nenhuma evidéncia de problemas de perda de
desempenho do reator em funcéo da atividade catalitica do leito foi constatada, conforme
confirmado por meio da quantificacdo da atividade hidrolitica ao final do experimento,
revelando uma reducdo global de 38,4% em relacdo a atividade hidrolitica inicial.
Aplicando as Equacdes (4.6) e (4.7) determinou-se a constante de inativacdo (1,9 h*) e o

tempo de meia-vida do biocatalisador (363h), respectivamente.

No experimento subsequente, foi investigado o efeito da variacdo do tempo espacial
no rendimento de transesterificacdo do 6leo de coco, razdo molar 6leo de coco:etanol
(1:12) e temperatura 50°C. Os tempos espaciais variaram de 10 a 14 h. A Figura 5.9 mostra
o perfil em concentracdo massica de ésteres de etila que variaram de 45,0 a 55,2% (m.m™),

correspondendo a produtividades na faixa de 33 a 46 Mgester.g " meio-n™.
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Figura 5.9. Perfil de formagdo dos ésteres na etandlise continua do 6leo de coco em reator PBR em
duplo estagio para diferentes vazdes volumétricas.

O valor médio de rendimento de transesterificacdo foi de 95,2 + 4,6 %, obtido no

tempo espacial de 14 h, conforme apresentado na Figura 5.10.
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Figura 5.10. Rendimento em ésteres na etandlise continua do 6leo de coco em reator PBR duplo
estagio empregando diferentes vazGes volumétricas.

O desempenho do reator em duplo estagio na etanolise do 6leo de coco foi similar
ao desempenho alcangado na etanodlise do 6leo de macauba (Tabela 5.7). Considerando a
dificuldade de aquisi¢do comercial do 6leo de macalba, optou-se para dar continuidade aos
estudos empregando o 6leo de coco, em funcdo da disponibilidade comercial deste 6leo.

Além disso, estudos de transesterificacdo do 0leo de coco séo ainda escassos na literatura.
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Tabela 5.7. Anélise comparativa dos 0leos vegetais lauricos na reacdo de transesterificacdo em
reator PBR, duplo estagio, mediada pela lipase B. cepacia imobilizada em silica-PVA, no tempo
espacial de 14h

Parametro Oleo de Oleo de
macauba coco

Biocatalisador (atividade inicial U.g™) 2061 + 46,7 2163+1,8
Biocatalisador (atividade residual U.g™) 1154 + 13,6 927 £ 74,2
Tempo de operacgdo do reator (dias) 15 15
Constante desativacao térmica (Kg, h™) x 10° 1,91 2,52
Tempo de meia-vida do biocatalisador (h) 363 275
Concentracao em ésteres (% Gesterd  meio) 59,1+1,3 52,3+4,0
Produtividade (MQsster-G ™ substraton ™) 43,0 £ 4,0 38,5+ 3,3
Rendimento de transesterificacéo (%) 935+14 952+ 4,6
Viscosidade cinematica (mm”s™) 6,3+2,4 6,1+0,9

5.8. Distribuicao de tempo de residéncia (DTR) no reator de duplo estagio utilizando
6leo de coco como matéria-prima de partida

Em um reator ideal de escoamento uniforme, todos os &tomos que saem do reator
permaneceram dentro dele exatamente 0 mesmo tempo. Da mesma forma, em um reator
batelada ideal, todos os 4&tomos dos materiais dentro do reator estiveram dentro dele por
um idéntico periodo de tempo. O periodo que 0s atomos permaneceram no reator é

chamado de tempo de residéncia dos atomos no reator (FOGLER, 2002).

Os reatores ideais de escoamento uniforme e o descontinuo sdo os dois Unicos tipos
de reatores nos quais todos os atomos tém o mesmo tempo de residéncia. Em todos os
outros tipos de reatores, 0s varios atomos da alimentacdo permanecem tempos diferentes
dentro do reator; isto é, hd uma distribuicdo dos tempos de residéncia do material dentro do
reator (FOGLER, 2002).

A Distribuigdo do Tempo de Residéncia (DTR) em um reator é uma caracteristica
da mistura que ocorre em seu interior. Ndo h& mistura axial no reator de escoamento
uniforme e esta omissao é refletida na DTR que € exibida por esta classe de reatores. O
CSTR é completamente misturado e possui uma DTR de natureza muito diferente de um
reator de escoamento uniforme. A DTR exibida por um determinado reator fornece
indicios claros do tipo de mistura que ocorre dentro do mesmo, e é uma das formas de

caracterizagcdo mais informativas do reator (FOGLER, 2002).
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Para o calculo experimental do tempo médio de residéncia do substrato no
biorreator, bem como para a caracterizagdo da mistura no leito reacional, foi realizado o

teste tracador tipo pulso.

Inicialmente, preparou-se a solugdo na concentracdo de 10 % (m.m™) do corante
azul lipossoluvel (tragador) em meio reacional éleo de coco e etanol na razdo molar 1:12,

adotando a metodologia descrita no item 4.5.1.

A constru¢do da curva de calibragdo “absorbancia versus concentracdo de
tracador”, para a determinacdo da concentracdo do tracador na saida do reator foi realizada
com o corante lipossolivel Cl 61554. A varredura feita no espectrofotdmetro na faixa da
luz visivel mostrou que a maior absorbancia para este corante foi observada no
comprimento de onda de 646 nm. Desta forma, neste comprimento de onda, foram feitas as
leituras subsequentes para as diferentes concentracdes de solucdo de tracador em meio

reacional empregando como solvente terc-butanol.

Na Figura 5.11 é mostrado o comportamento da absorbancia em funcdo da
concentracdo do tragcador, tomando por base os dados apresentados no Apéndice E. A reta

que ajusta os dados experimentais é apresentada na Equacéo 5.1.
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Figura 5.11. Absorbancia em funcéo da concentracdo do tracador em meio reacional (6leo de coco
e etanol)

Absorbancia = 2660,99 . [C] (5.1)
Coeficiente de correlagdo (R?) = 0,9994801

Em que : [C] = Concentracdo do corante lipossoltvel Cl 61554 no efluente do biorreator.
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A funcdo DTR foi calculada experimentalmente, injetando-se uma solucdo de
corante lipossolvel azul (10 % m.m™) em meio reacional 6leo de coco: etanol na razéo
molar (1:12), no tempo t = 0 e, entdo, medindo-se, periodicamente, a concentracdo ( C ) do
corante no efluente do biorreator em funcdo do tempo. As medidas de concentracdo do

corante foram determinadas no espectrofotdmetro UV-visivel Varian modelo Cary 50
Conc em 646 nm.

O experimento foi realizado por 38 horas, com retirada de amostra a cada hora. Os
valores de absorbancia e concentracdo se encontram no APENDICE F, sendo que cada
amostra foi diluida 6 vezes com terc-butanol (400 uL de amostra e 2 mL de terc-butanol)
para a realizagdo da leitura de absorbancia. Os valores de concentracdo do corante foram
calculados de acordo com o modelo matematico obtido na curva de calibragdo (Figura
5.11) e, por meio de desses valores, foi plotado um grafico de concentracdo versus tempo

ajustando um modelo matematico exponencial aos pontos obtidos (Figura 5.12).

0,00120 -

= * &

% 0,00100 - ¢

£ 0,00080 - ¢

E L

S 0,00060 - 00’

%  J

= 0,00040 - . ey

£ 000020 - *

F ¢

2 000000 ¢———9- & . . . —®

=]

= 0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tempo ( h)

Figura 5.12. Determinag&o da fung&o concentra¢do do corante versus tempo, C(t) versus dt

Como a vazdo volumétrica utilizada no teste foi constante, a funcdo da DTR, E(t),
pode ser calculada pela Equagéo 5.2. Para a determina¢do do valor do denominador da
referida questéo, foi plotado um grafico de C(t) versus t. Por meio do software OriginPro 8
SRO v8.0724 (B724), foi possivel determinar que:

o)

f C(t).dt = 0,01477 g.h/mL (5.2)
0
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Para cada valor de tempo foi calculada a funcdo da DTR, E(t) e posteriormente, o
tempo médio de residéncia (tm), que corresponde ao tempo espacial (1), foi calculado pela
Equacdo 5.3, utilizando o software OriginPro 8 para a determinacdo da area do grafico de

t.E(t) versus t para um tempo de 0 a 38 horas (Figura 5.13).
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Figura 5.13. Calculo do tempo médio de residéncia do biorreator
Desta forma, foi determinado que:

T=t,=21,64h (5.3)

O valor encontrado ndo foi igual ao tempo espacial calculado pela razéo entre o
volume util do biorreator e a vazdo volumétrica requerida sobre a secdo transversal da
coluna, que foi de 14 h. Esta diferenca pode ser explicada em funcdo dos volumes
considerados em cada caso. O conceito tempo espacial calculado teoricamente considera
apenas o volume do reator onde ocorre a catalise enzimatica, ndo levando em consideragdo
as conexdes dos reatores dispostos em série, e muito menos o volume Util da coluna
extratora de glicerol, que contém a resina Lewatit. Nesse contexto, considerando todo o

aparato experimental e recalculando o tempo espacial pela Equacdo 5.4, tem-se:

vatil, + Vatil, + Viatil,
T= = 20,70h
v (5.4)

Em que: Vutil, = Volume atil do primeiro reator PBR; Vtil,= Volume atil do segundo
reator PBR; Vtil;= Volume Util da coluna extratora de glicerol; v = vazdo requerida no
processo.

O novo valor calculado de tempo espacial foi similar ao determinado no teste
tracador, mostrando-se Gtil na determinagdo deste importante parametro da configuracéo

do sistema utilizado. A similaridade entre os tempos espaciais pode ser considerada como
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um bom indicativo da inexisténcia de caminhos preferenciais ou zonas mortas no reator,
demonstrando qualitativamente uma boa mistura e dinamica adequada dos reagentes no

leito catalitico.

Outro parametro importante calculado foi 0 nimero de tanques ideais (n), reator
mecanicamente agitado (STR), em série que corresponderiam, aproximadamente, ao reator
néo ideal utilizado. De acordo com o parametro n (Equacdo 4.5), o aparato experimental
(reator PBR em estagio duplo), corresponde a 6 reatores ideais STR em série,

demonstrando que o reator PBR ocupa menor espaco fisico, comparado ao STR.

5.9. Testes de etandlise do Oleo de coco em PBR duplo estdgio empregando a
estratégia de separacdo do glicerol

Os reatores PBR conectados em série de capacidade nominal de 10 mL cada um,
foram preenchidos com 7,8 gramas de lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA,
formando uma coluna empacotada uniforme e correspondendo a um carregamento
catalitico de 20834 unidades de atividade. A alimentacdo do substrato na razdo molar 1:12
(6leo de coco: etanol) foi efetuada em fluxo ascendente. Dois experimentos foram
conduzidos (codificados como 6 e 7) nos quais empregaram-se tempos espaciais fixos e
distintos, 14h (0,78 mL.h™") e 7 h (1,44 mL.h™), respectivamente.

Para o experimento 6 verifica-se que a concentracdo em ésteres de etila variou de
52,4 a 59,3 %(m.m™) correspondendo a rendimentos de transesterificacdo de 88,6 a 100%
e produtividade volumétrica de 37,5 a 42,4 (MQester-g " meio-h ™). NO entanto, no experimento
7 a concentracdo em ésteres oscilou entre 51,8 a 59,2 %(m.m™), o rendimento de
transesterificacdo variou de 87,4 a 100 %, gerando valores de produtividade na faixa de
73,9 2 86,5 (Mysster. 9" meio.h™).

De acordo com a Figura 5.14, no experimento 6 (tempo espacial 14 h), a conversao
total do 6leo nos ésteres correspondentes foi alcangada em 24 h (1° dia), permanecendo
constante nesta taxa por um periodo de5 dias. Apds 144 h, a conversdo apresentou um leve
declinio, atingindo 94 % de rendimento. No experimento 7 (tempo espacial de 7 h), a
conversdo em biodiesel alcancou também 100% em 24 h de reagdo, permanecendo
constante neste valor de conversdo por 10 dias. Apos esse periodo, foi constatada uma
reducdo no rendimento da ordem 12 %. Por outro lado, conforme esperado o experimento

7 apresentou maior produtividade volumétrica em ésteres (Figura 5.15).
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Figura 5.14. Perfil do rendimento em ésteres na etandlise continua do 6éleo de coco em reator PBR
em série, empregando diferentes tempos espaciais
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Figura 5.15. Perfil da produtividade volumétrica em ésteres na etanélise continua do 6leo de coco
em reator PBR em estagio duplo empregando diferentes tempos espaciais

Entretanto, em ambos os experimentos a lipase imobilizada em SiO,-PVA revelou
elevados tempos de meia-vida, 447h (experimento 6) e 1427 h (experimento 7) devido a
incorporacdo da coluna de extratora de glicerol (Lewatit GF 202), que amenizou 0S
problemas de limitagdo difusional e inativagdo da enzima imobilizada no segundo reator
PBR (HAMA et al., 2012). O maior tempo de meia-vida do biocatalisador verificado no
experimento 7 pode ser creditado ao aumento da vazao volumétrica no leito catalitico que

reduziu o acimulo do glicerol na fase sélida da enzima.
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Em comparagdo com o reator de leito fixo, simples estdgio, as altas taxas de
rendimento e a elevada estabilidade operacional da enzima, foram obtidos nos reatores de
leito fixo dispostos em série (dois estagios), tendo em vista que os reatores PBR em série,

proporcionam maior tempo de contato entre a mistura reacional e o biocatalisador (WANG

etal., 2011).

Adicionalmente, a estratégia de utilizar a coluna extratora de glicerol mostrou-se
satisfatoria, uma vez que a resina Lewatit GF 202 € um composto hidrofilico, com
capacidade de adsorver glicerol. Logo, a coluna extratora minimizou a limitacéo difusional
e inibicdo da enzima no segundo reator de PBR, proporcionando um incremento na
formacdo de ésteres de etila em relacdo ao primeiro estdgio, conforme visualizado na
Figura 5.16. Esta estratégia também pode ter influenciado a baixa oscilacdo na formacao

dos ésteres etilicos no segundo reator.
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Figura 5.16. Perfil de formacéo dos ésteres no efluente do primeiro e do segundo reator PBR, na
etandlise continua do 6leo de coco em reator PBR duplo estagio, mediada pela lipase B. cepacia
imobilizada em suporte hibrido de SiO,-PVA, em meio isento de solvente, empregando tempo

espacial de 14h
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5.10. Estudo reoldgico da amostra de biodiesel obtida a partir do 6leo de coco

O acompanhamento da viscosidade durante o processo de transesterificagdo serve
de indicativo da conversdo dos triglicerideos em ésteres alquilicos e por consequéncia, a
gradual reducdo da viscosidade do produto transesterificado, ou seja, a viscosidade € um
parametro de qualidade do biodiesel (MOREIRA et al., 2007). A Figura 5.17 apresenta a
relagdo viscosidade em relagdo ao rendimento de transesterificagdo na etandlise do 6leo de

coco em reator PBR conectados série (duplo estagio).

De acordo com as especificacbes americana ASTM (D6751) e da brasileira pela
resolucdo ANP n°14/2012, a viscosidade cinematica do biodiesel (B100) deve estar na
faixa de 1,9—6,0 mm?.s(HOEKMAN et al., 2012; ANP, 2012). O biodiesel obtido a partir
do 6leo de coco apresentou valor de viscosidade cinemaética dentro das especificacfes
(Tabela 5.8). O baixo valor de viscosidade encontrado no biodiesel do 6leo de coco
confirma a elevada conversdo do Oleo em ésteres etilicos alcancada na reacdo de

transesterificacdo desta matéria-prima.
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Figura 5.17. Relacdo entre viscosidade cinematica e rendimento de transesterificacdo do 6leo de
coco, catalisada pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA, em reator de leito fixo
conectados em série, na presenca de uma coluna extratora de glicerol, em meio isento de solvente
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Tabela 5.8. Correlacdo entre as propriedades do combustivel biodiesel obtido no processo de
transesterificacdo do 6leo de coco

Rendimento de Viscosidade cinematica

Biodiesel transes(tgz/g;flcagao 2 40°C (mms?)
Oleo de coco 98,0+1,4 5,5 +0,3

5.11. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN'H)

Os resultados apresentados nas Figuras 5.18 (a,b), sdo referentes as amostras de
ésteres etilicos obtidas ap0s a etapa de purificacdo (item 4.8), sendo apds este tratamento,
quantificadas as conversdes dos triglicerideos em ésteres etilicos por espectroscopia de

Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN *H).

Nos espectros das Figuras 5.18a e 5.18b, verificam-se as auséncias dos sinais
correspondentes aos atomos de hidrogénio do grupo CH, do glicerol em 4,2 ppm e o
aparecimento do sinal de um quarteto em 4,1 ppm, referente aos hidrogénios metilénicos
da porcao alcodlica do éster [ CH3—CH,—OC(=0)—R].
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Figura 5.18a. Ressonancia magnética nuclear de prétons da amostra referente ao tempo de 48 h no
processo continuo de sintese enzimatica de biodiesel de 6leo de coco
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Figura 5.18b. Ressonancia magnética nuclear de protons da amostra referente ao tempo de 360h
no processo continuo de sintese enzimatica de biodiesel de 6leo de coco

A andlise cromatografica (item 4.9.4) permitiu quantificar e acompanhar a
conversdo em ésteres etilicos das amostras de biodiesel, ao longo da reacdo. De acordo
com a andlise cromatografica, as amostras referentes aos tempos de 48 e 360 h
apresentaram elevadas taxas de conversdo em biodiesel, 99 e 100 %, respectivamente.
Estas elevadas taxas de conversdo em biodiesel, foram confirmadas por RMN *H (Tabela
5.9).

Tabela 5.9. Valores de rendimento de transesterificagdo de amostras de biodiesel, empregando a
cromatografia gasosa e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio no acompanhamento do
desempenho da etandlise enzimatica do dleo de coco em reator PBR em série

Amostras de Rendimento de transesterificagdo (%0)

biodiesel Calculado por CG Calculado por RMN
48 h 99,0 98,7
360 h 100 99,0

De acordo com os resultados mostrados na Tabela 5.9, a lipase B. cepacia
imobilizada em SiO,-PVA apresentou elevada estabilidade operacional, mantendo o0s
rendimentos de transesterificacdo constantes durante todo o periodo de operacédo do reator.

Estes resultados confirmam os dados descritos na literatura (HALIM et al., 2009;
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SEVERAC et al.,, 2011) que afirmam, que enzimas imobilizadas permitem operagdes
estaveis de reatores continuos por longos periodos.

5.12. Avaliacéao global do desempenho do reator de leito fixo duplo estagio

O crescente mercado global de biodiesel vem estimulando pesquisadores a buscar
formas atrativas de produzir biodiesel em larga escala. Neste contexto, o0 uso de enzimas
imobilizadas pode viabilizar a producdo enzimatica de biodiesel. Portanto, pesquisas tém
sido concentradas no desenvolvimento de projetos de biorreatores, entre 0os quais a
configuracdo PBR possui potencial para aplicacdo em escala industrial, em funcdo de
melhorar a produtividade volumétrica e a estabilidade da enzima (FJERBAEK;
CHRISTENSEN; NORDDAHL, 2009; HAMA et al., 2011a).

No presente trabalho, a reacdo de transesterificacdo foi conduzida em reatores
continuos de leito fixo duplo estagio, adotando-se a estratégia de remocdo do glicerol
formado no efluente do primeiro reator. A estratégia de remogdo do glicerol combina com
a elevacdo da vazdo volumétrica contribuiram para a reducdo de impurezas hidrofilicas e
da viscosidade do substrato no segundo reator, permitindo que o biocatalisador
apresentasse elevada estabilidade operacional (BERIOS et al., 2011; HAMA et al., 2011b).

Desta forma, o desempenho satisfatério obtido na configuracdo de reator estudada
operando em diferentes tempos espaciais (Tabela 5.10) pode ser associado a composi¢cdo
em acidos graxos, simultaneamente, a estratégia de utilizar reatores PBR em série, aumenta
0 tempo de residéncia substrato-enzima, podendo levar a um aumento nas taxas de

conversoes.

Deve ser ainda destacado, que nédo foi encontrada nenhuma evidéncia de perda de
desempenho dos reatores em funcéo da atividade catalitica do leito, conforme confirmado
por meio da quantificagdo da atividade hidrolitica dos biocatalisadores recuperados ao final
dos experimentos (7 e 6). Reducgdes da ordem de 10 a 38 % em relagdo & atividade
hidrolitica inicial foram constatadas que correspondem a tempos de meia-vida do

biocatalisador de 1426 e 521 h, respectivamente.

Estes resultados se comparam favoravelmente com os dados descritos na literatura.
Hama et al. (2011b) reportaram taxas de conversao de biodiesel superiores a 90% na
metanolise enzimatica do Oleo de soja em reatores de leito fixo conectados em série, ao

longo de 550 h de reagéo.
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Tabela 5.10. Anélise da produtividade volumétrica em ésteres etilicos na reacdo de
transesterificacdo do éleo de coco e etanol em meio isento de solvente, operada em reatores PBR
dispostos em série (dois estagios), empregando tempos espaciais de 14 e 7h

Substrato
Desempenho (6leo de coco e etanol)

Tempo espacial (h) 14 7
Vazdo volumétrica (mL.h™) 0,80 1,44
Atividade inicial do biocatalisador (U.g™) 2134164 1795487
Atividade residual do biocatalisador (U.g™) 1320+35 1614+75
Razdo molar 6leo vegetal:etanol 1:12 1:12
Tempo total de operacdo (dias) 15 15
Constante de desativacao (kg, h™) x10° 1,33 0,85
Tempo de meia-vida (h) 521 1426
Concentracao de ésteres de etila (g.g™) 58,1+2,1 56,8+4,8
Produtividade (MQsster-Omeio - h™) 41,54+1,51 81,9+7,35
Rendimento de transesterificacdo (%) 98,0£1,45 95,9+4,10
Viscosidade cinematica (mmz.s'l) 55+0,3 59+18

Portanto, os resultados obtidos (Tabela 5.10) demonstram a viabilidade técnica na
sintese enziméatica de biodiesel a partir dos Oéleos vegetais de composicdo
predominantemente laurica, mediada pela lipase de B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA
em meio isento de solvente operando continuamente em reatores PBR em série, em
presenca de uma coluna extratora de glicerol, em virtude da elevada estabilidade
operacional (tempo de meia-vida do biocatalisador superior a 521 h) e capacidade de

reutilizac@o do biocatalisador durante prolongados tempos de reacéo.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um sistema eficiente para a

etanolise de Oleos vegetais, de composicdo predominantemente laurica (C12:0), em

reatores PBR conectados em série (dois estagios) integrado a um sistema de remocéo do

glicerol, em meio isento de solvente mediada pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-

PVA. Os resultados alcancados demonstraram que:

=

E possivel operar um sistema continuo para a producdo enzimatica de biodiesel de
6leos vegetais lauricos empregando uma configuracdo de reatores PBR conectados em
série na auséncia de solventes;

A razdo molar entre 6leo vegetal e etanol foi um parametro relevante na obtencdo de
elevados rendimentos, sendo que o melhor desempenho alcancado foi para substrato
contendo elevado excesso de etanol, ou seja, razdo molar 6leo:etanol de 1:12;

A lipase de B. cepacia imobilizada em SiO,-PVA foi estdvel quanto as suas
caracteristicas morfologicas e cataliticas apresentando tempo de meia—vida > 500 h;

A estratégia de incorporacdo de um sistema para remoc¢do do glicerol no efluente do
primeiro reator PBR, contribuiu na reducdo do glicerol no segundo reator, amenizando
problemas de limitagdo difusional e inativacdo da lipase imobilizada.

O funcionamento do sistema em série foi comprovado quantitativamente para tempos
espaciais totais no reator de 14 e 7h, resultando em produtividades da ordem de 41,5 +
1,5 € 81,9 + 7,3 Myeser.Omeio - ™%, € correspondendo a rendimentos de transesterificacdo
de 98,0 £ 1,4 e 95,9 + 4,1 %, respectivamente;

Nas condicGes estabelecidas, a amostra de biodiesel purificada (viscosidade cinematica
média de 5,5 + 0,3 mm?.s™) se enquadra na norma ASTM D6751, que estabelece que a
viscosidade cinemética do B100 na faixa entre 1,9-6,0 mm?.s™.

Os resultados apresentados demonstram a viabilidade técnica da sintese enzimatica de
biodiesel em reatores de leito fixo conectados em série, incorporando uma coluna
extratora de glicerol;
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7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Para dar continuidade e complementar os estudos de obtengéo de biodiesel em

reator de leito fixo em série, recomenda-se as seguintes etapas:

= Empregando o 6leo de coco estudos adicionais sdo pertinentes, visando a obtencao
de altas taxas reacionais e elevados valores em produtividade volumétrica em

ésteres.

= Novas estratégias de remocao de glicerol, taxa de empacotamento do biocatalisador
no leito, uso combinado de enzimas e novas configuracGes de reatores devem ser

investigados.
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APENDICE

APENDICE A - Propriedades fisico-quimicas das matérias-primas testadas

Parametros Babacu Coco Macauba
Viscosidade Cinematica & 40 °C (mm®/s) 29,52 29 29,8
indice de Acidez (mg KOH /g de 6leo) 0,65 0,41 16,11
indice de Saponificacdo (mg KOH /g de 6leo) 2380  238,0 223,0
indice de lodo (g I, /100 g de 6leo) 25,0 25,0 28,0
indice de Peroxido (meq / kg de 6leo) 1,82 0,36 3,96

Fonte: Carvalho (2011)

APENDICE B- Ficha técnica da Lewatit GF 202

Descricédo Geral

Forma idnica (tal como fornecida) Neutro
Grupo funcional Acido
Estrutura Macroporosa
Aparéncia Opaca
Propriedades Fisicas e Quimicas
Capacidade absorcao de glicerol 250 g.L™
pH 6-10
Tamanho de poros (0,65 +0,05) mm
Densidade cristalina 0,70 g.L™
Temperatura de estocagem Até 40°C
Tempo de estocagem 2 anos

Fonte: Lanxess (2013)
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APENDICE C - Propriedades cataliticas da lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em SiO,-PVA.

Parametro Valor

Temperatura 6tima (°C) 40-60
pH 6timo 8,5
Tempo de meia-vida (ty,) a 60 °C, (h) 6,24
Constante de desativaco térmica (Kg), (h™) 0,11
. o K (mmol.L™) 1883
Parametros cinéticos Vimax (U.g™) 3873

Ossiigo(g-ML ™) 1,865

Fonte: Da Ros et al. (2010)

APENDICE D- Valores de vazdo volumétrica obtidos nos testes de ajuste da vaz&o da
bomba peristaltica (ATTO).

Experimento 1: Etandlise do dleo de babagcu em reator PBR

Experimento 1 - Tempo espacial = 7,10 h - vaz&o 0,78 + 0,001 mL.h™

1 medicdo 22 medicado 3% medicdo

79 min—1,0mL 77 min—1,0 mL 78 min—1,0 mL
v =0,786 mL.h* v=0,78mL.h* v =0,78 mL.min*
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Experimento 2: Etanolise do 6leo de macauba em reator PBR

Experimento 2 - Tempo espacial = 6,99h - vaz&o 0,768 + 0,001 mL.h™

12 medicdo 22 medicado 3% medicdo
78,48min — 1,0 mL 73min—1,0 mL 70min—1,0 mL
v=0,785 mL.h* v=0,775mL.h* v=0,767 mL.h*

Experimento 3: Etanolise do 6leo de coco em reator PBR

Experimento 3 - Tempo espacial = 7,15 h - vaz&o 0,775 + 0,001 mL.h™

1 medicdo 22 medicado 3% medicdo
78,50 min - 1,0 mL 71 min—1,0mL 74 min — 1,0mL
v=0,783 mL.h™ v=0,774 mL.h* v=0,773mL.h"

Experimento 4: Etandlise do 6leo de macauba, empregando diferentes tempos espaciais,
em reator de leito fixo, conectados em série

Tempo espacial = 17 h - vazao 0,3294 + 0,000066 mL.h™

1% medicdo 22 medicdo 3% medicéo
184,10 min—1,0 mL 182,86 min —1,0 mL 179,90 min—-1,0 mL
v =0,3258 mL.h™ v =0,3282 mL.h™* v =0,3336 mL.h™*

Tempo espacial = 14h - vaz&o 1,0734 + 0,0014 mL.h*
1% medicdo 22 medicdo 3% medicéo
78,50 min—1,0 mL 77,40 min—1,0 mL 74 min—1,0 mL
v=0,783 mL.h* v=0,775 mL.h*! v=0,773mL.h*
Tempo espacial = 10h — vaz&o 1,3092 + 0,00056 mL.min™
1* medicéo 22 medicéo 3% medicéo
47 min—1,0 mL 45,88 min—1,0 mL 44,66 min—1,0 mL
v =1,2762 mL.h* v =1,3074 mL.h* v =1,3434 mL.h*

Experimento 5: Etanolise do 6leo de coco, empregando diferentes tempos espaciais, em
reator de leito fixo, conectados em série.

Tempo espacial = 14 h —vaz&o 0,785 + 0,00017mL.h™

1% medicdo 22 medicdo 3% medicéo
77,30 min—1,0 mL 75,35 min—1,0 mL 76,58 min—1,0 mL
v=0,776 mL.h* v =0,796 mL.h* v =0,784 mL.h*

Tempo espacial = 12h - vaz&o 1,162 + 0,00027mL.h*
1* medicéo 22 medicéo 3% medicéo
51,36 - 1,0 mL 52,45 min—1,0 mL 51,07 min—1,0 mL
v=1168 mL.h* v=1144 mL.h? v=1175mL.h?
Tempo espacial = 10h — vaz&01,309 + 0,033 mL.h*
1% medicdo 22 medicdo 3% medicéo
47 min—1,0 mL 45,88 min — 1,0 mL 44,66 min—-1,0 mL

v=1,276 mL.h* v =1,307 mL.h? v=1,343mL.h?
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Experimentos 6 e 7 — Etandlise do 6leo de coco em reator PBR, conectados em série,
empregando diferentes tempos espaciais.

Tempo espacial = 14 h —vaz&o 0,785 + 0,00017mL.h"

1% medicdo 22 medicdo 3% medicéo
77,30 min—1,0 mL 75,35 min—1,0 mL 76,58 min—1,0 mL
v=0,776 mL.h" v =0,796 mL.h* v =0,784 mL.h*

Tempo espacial = 7h - vazio 1,6188 + 0,00047mL.h™*
1* medicéo 22 medicéo 3% medicéo
37,72 min—1,0 mL 36,43 min—-1,0 mL 37,06 min—1,0 mL
v = 1,5906 mL.h™ v =1,647mL.h" v=1,6188 mL.h™

APENDICE E — Dados referentes a construcéo da curva de calibracio (Absorbancia

e concentracao de corante)

Diluicéo Absorbéancia Cc();c;.r;:[a}%ao
300 0,7998 0,05845
400 0,6861 0,04383
600 0,4945 0,02922
800 0,3435 0,02192
1200 0,2046 0,01461
1600 0,1701 0,01096
2000 0,1431 0,00877
2500 0,1146 0,00701

5000 0,0705 0,00351
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APENDICE F — Concentracéo de corante nas amostras de acordo com a equacéo da

reta

Tempo (h) Fator de diluicao Absorbanciada  Concentragao

Amostra/terc-butanol amostra (g.mL™)
1 6 0 0
2 6 0 0
3 6 0 0
4 6 0 0
5 6 0 0
6 6 0 0
7 6 0 0
8 6 0 0
9 6 0 0
10 6 0 0
11 6 0 0
12 6 0,0123 0,000029
13 6 0,1517 0,000359
14 6 - -
15 6 0,4936 0,001113
16 6 - -
17 6 - -
18 6 0,4902 0,001105
19 6 - -
20 6 0,4616 0,001041
21 6 0,3750 0,000846
22 6 0,3243 0,000731
23 6 0,2743 0,000618
24 6 0,2698 0,000608
25 6 0,2393 0,000539
26 6 0,2280 0,000514
27 6 0,1798 0,000405
28 6 0,1719 0,000388
29 6 0,1395 0,000314
30 6 0,1548 0,000349
33 6 0,1317 0,000297
34 6 0,1445 0,000326
35 6 0,1022 0,000230
36 6 0,4393 0,000165
37 6 0,2372 0,00009
38 6 0,0800 0,00003




