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RESUMO

Este trabalho investiga a produ¢do em modo continuo de ésteres etilicos
de 4cidos graxos de 6leo de soja em fluidos pressurizados, diéxido de
carbono, propano e n-butano, utilizando como catalisador a lipase
imobilizada comercial Novozym 435. Para tanto um aparato
experimental foi construido para condugdo das reacdes. Os
experimentos foram executados em um reator onde foram avaliados os
efeitos da temperatura (30°C - 70°C), pressdo (50 — 150 bar), razdo
molar 6leo:etanol (1:6 - 1:18) e razdo massica solvente:substrato (4:1 -
10:1) que permitiram a determinacdo das melhores condicoes
experimentais para a producdo de biodiesel em modo continuo. Em
contraste com o uso do diéxido de carbono e do n-butano, os resultados
mostraram que a alcodlise catalisada por lipase em um reator tubular de
leito continuo em propano pressurizado pode ser uma rota potencial a
producdo do biodiesel, uma vez que conversdes elevadas da reacdo (em
torno de 70%) foram obtidas em condi¢Ses amenas de temperatura
(70°C) e de pressio (60 bar) com o emprego da razdo de
solvente/substrato (7:1) e razdo 6leo:etanol (1:12) em periodos de tempo
relativamente curtos (aproximadamente 2 horas). Testes com reatores
em série utilizando estas condi¢des indicaram que na terceira passagem
conversdes proximas de 100% em ésteres etilicos foram obtidas
demonstrando que esta metodologia apresenta potencial do ponto de
vista industrial. Os bons niveis de conversdes obtidos neste processo
também foram obtidos com outros dleos vegetais, como: dleo bruto de
pinhdo manso, 6leo degomado de soja e 6leo de milho.






ABSTRACT

This work investigates the continuous production of fatty acid ethyl
esters from soybean oil in compressed fluids, namely carbon dioxide,
propane and n-butane, using immobilized Novozym 435 as catalyst. The
experiments were performed in a packed-bed bioreactor evaluating the
effects of temperature in the range of 30°C - 70°C, from 50 to 150 bar,
oil to ethanol molar ratio of 1:6 - 1:18 and solvent to substrates mass
ratio of 4:1 - 10:1. In contrast to the use of carbon dioxide and n-butane,
results showed that lipase-catalyzed alcoholysis in a continuous tubular
reactor in compressed propane might be a potential route to biodiesel
production as high reaction conversions were achieved at mild
temperature (70°C) and pressure (60 bar) conditions in short reaction
times (2 h). In an attempt to simulate a system of packed-bed reactor, a
three-step alcoholysis reactions were performed at 70°C, 60 bar, oil to
ethanol molar ratio of 1:12, and solvent to substrates mass ratio of 7:1,
collecting the reaction products up to 4 residence times. Results showed
that almost complete conversions to ethyl esters were obtained thus
demonstrating that the use of a packed-bed reactor using compressed
propane as solvent might be a potential alternative to conventional
process, opening possibilities to manipulate process variables as well as
reactor configurations towards reaching acceptable yields, like the
three-step reaction system adopted in this work. Reaction experiments
performed with low-value oils showed that satisfactory yields can be
obtained with the same procedure using degummed soybean oil, corn oil
and also Jatrophas curcas oil.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

O biodiesel pode ser produzido a partir de varias matérias primas,
tais como dleos vegetais, gorduras animais, 6leos e gorduras residuais,
por meio de diversos processos. Pode, também, ser usado puro ou em
misturas com o diesel mineral. A diversidade de matérias-primas,
processos € usos se caracterizam como vantajosas, mas cada caso
precisa ser analisado de acordo com as suas especifica¢des (Cadernos
NAE, 2004).

Considera-se biodiesel todo combustivel obtido de biomassa que
possa substituir parcial ou totalmente o 6leo diesel de origem féssil em
motores ciclo diesel, automotivos e estaciondrios. Esta definicdo é
relevante para evitar a discriminacfo de qualquer rota tecnoldgica para a
obtengdo desse combustivel de fonte vegetal ou animal, o que permite
incluir, além do préprio dleo in natura, o obtido por transesterificacdo
etilica ou metilica, por craqueamento, ou ainda por transformacio de
gases obtidos de biomassa em liquidos (Camara, 2006).

A crescente demanda mundial de derivados de petrdleo, os efeitos
ambientais de seu uso nas atividades industriais, de geracdo de energia e
de transporte, além da forte expectativa de desabastecimento futuro de
petrdleo, t€ém promovido uma verdadeira revolu¢do no desenvolvimento
e uso de energias alternativas (O futuro da industria: Biodiesel, 2006).

Dentro do segmento de combustiveis automotivos, com o0s
recentes avangos no desenvolvimento e a implementag¢do dos chamados
biocombustiveis, sucedianeos aos classicos combustiveis fosseis, vem se
consolidando a substitui¢do crescente de gasolina e de 6leo diesel de
origem ndo renovavel. A elaboracdo de programas de desenvolvimento e
uso de biodiesel no ambito governamental em diversos blocos
econdmicos mundiais, tais como na Unido Européia, América do Norte
e no Mercosul, tem promovido massivo investimento em projetos de
producdo industrial de biodiesel. Visando maior eficiéncia desse novo
mercado, aproximam-se os segmentos agricola (producdo de grdos),
industriais (extracdo de O6leo e de producdo de biodiesel) e de
distribui¢do (e venda de combustivel), integrando-se, assim, a chamada
cadeia produtiva do biodiesel (O futuro da inddstria: Biodiesel, 2006).

Para o Brasil, os chamados biocombustiveis, produzidos a partir
de dleos vegetais, representam excelente oportunidade de crescimento
sOcio-econdmico em regides agricolas pouco exploradas. O potencial da
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mamona, presente no Nordeste, bem como do girassol e da soja,
cultivados no Centro-Sul, além do potencial de matérias-primas como
babacu, dendé, andiroba, pequi e macaiiba, nativos nas regides
amazoOnicas, cerrado e semi-drido, permitem prever com otimismo uma
futura lideranga mundial do pais na producio de biodiesel.

O Brasil ocupa posi¢do de destaque na produgio e exportagdo de
6leo de soja, mostrando seu grande potencial para se tornar produtor e
consumidor de biodiesel a partir deste 6leo (Albuquerque, 2006).

Embora algumas plantas nativas apresentem bons resultados em
laboratérios, sua producdo ainda é puramente extrativista: ndo ha
plantios comerciais que permitam avaliar, com precisdo, suas
potencialidades. Isso ainda levard certo tempo, uma vez que a pesquisa
agropecudria nacional com foco no dominio dos ciclos botinico e
agrondmico dessas espécies ainda ndo tem resultados substanciais
(Plano Nacional de Agroenergia, 2006).

A produgdo e uso do biodiesel representam o desenvolvimento de
uma fonte energética sustentdvel sob os aspectos ambiental, econdmico
e social. A dimensdo do mercado no Brasil € no mundo assegura uma
grande oportunidade para o setor agricola, assim como contribuird para
o desenvolvimento e a ampliacdo do parque industrial em consonéncia
com o meio ambiente. O biodiesel apresenta 6timo potencial de ganhos
ambientais. Em média, a emissdo de poluentes no uso em motores é
reduzida em comparacdo ao diesel. Destaca-se a reducdo de SO,,
particulados e hidrocarbonetos. Além disso, por ser renovavel, contribui
positivamente para reduzir o efeito estufa. O CO, emitido na queima do
biodiesel € absorvido na etapa agricola de seu ciclo produtivo (O futuro
da industria: Biodiesel, 2006).

Um dos grandes responsdveis pelo crescente interesse do
emprego dos biocombustiveis reside no aspecto ambiental. Os ésteres
produzidos a partir de gorduras animais e de 6leos vegetais, mistura
denominada biodiesel, podem fornecer reducdes significativas no teor
de monéxido de carbono e nas emissdes de particulados e de
hidrocarbonetos (Szybist et al., 2005). Por exemplo, tomando-se por
base o biodiesel puro (B100) produzido com 6leo de soja, seu uso reduz
as emissdes do mondxido de carbono (CO) em 48%, de material
particulado (MP) em 47%, de 6xido de enxofre (SOx) em praticamente
100% e dos hicrocarbonetos totais (HC) em 67%. Por outro lado, em
relacdo ao diesel de origem fdssil, o uso do biodiesel aumenta em
aproximadamente 10% as emissdes de 6xido de nitrogénio (NOx), o que
nao deve constituir obstdculo para seu uso devido as grandes vantagens
em relacdo aos poluentes. Ademais, hd muitos estudos que visam a
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reducdo de NOx mediante o emprego de catalisadores adequados
(Knothe et al., 2006).

Analisando-se apenas as emissdes de gases que contribuem para
o efeito estufa gerado pelo ciclo de vida do insumo dlcool
(desconsiderando as emissdes de gases de efeito estufa do ciclo de vida
da matéria graxa), o uso de biodiesel metilico reduz a emissdo de gases
causadores do citado efeito em 95% comparado ao diesel. Quanto ao
biodiesel etilico, a redugdo é de 96,2%, em relacdo ao diesel, havendo,
portanto, diferenca ndo significativa (1,2%) entre os dois ésteres
(Knothe et al., 2006).

O biodiesel (alquil éster de dcidos graxos), que pode ser obtido a
partir da reacdo de transesterificac@o entre um triglicerideo e um dlcool,
atraiu atencdo considerdvel durante a década passada como um
combustivel renovavel, biodegraddvel e nao téxico. Diversos processos
para a produgdo deste combustivel foram desenvolvidos, entre eles a
transesterificacdo que usa catalisadores alcalinos e promove niveis
elevados de conversdo dos triglicerideos em seus correspondentes alquil
ésteres em curtos tempos de reagdo. Este processo foi utilizado
intensamente para a producdo de biodiesel em varios paises. No entanto,
os processos de producdo de biodiesel com catalisadores quimicos
homogéneos, além de requerer o emprego de catalisador, envolvem
necessariamente a separacdo do produto e do catalisador, que resulta em
altos custos de processamento e elevado consumo de energia.

Kusdiana e Saka (2001) e Demirbas (2002) propuseram
recentemente a produgdo de biodiesel a partir de 6leo vegetal a partir da
transesterificacdo néo-catalitica com metanol supercritico. A reacdo é
completada em tempos de residéncia muito curtos e, quando comparada
aos processos cataliticos, a purificacdo dos produtos parece ser muito
mais simples. Entretanto, a reacdo requer temperaturas na faixa de 350-
400°C e pressdes entre 45-65 MPa, valores estes ndo muito apreciados
no ambiente industrial. Além disso, tais temperaturas e pressdes
elevadas conduzem a excessivos custos iniciais de fabricacdo, de
processamento e de energia (Silva et al., 2007).

Recentemente, a transesterificacdo enzimadtica, utilizando lipases
como catalisador, tornou-se uma alternativa atrativa para a produgado de
biodiesel, uma vez que temperaturas amenas sdo empregadas, aliadas ao
fato de que o glicerol produzido como um subproduto pode facilmente
ser recuperado e a purificacdo dos ésteres € relativamente simples de ser
realizada (Fukuda et al., 2001). Por outro lado, a transesterificagcio
enzimdtica exige elevadas propor¢des de solvente orginico/substratos
para que a reagdo ocorra a contento. Oliveira (1999) e Faccio (2004)
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utilizaram niveis de solvente (n-hexano/substrato) de 40:1 na
transesterificacdo de 6leo de dendé, de mamona e soja utilizando as
lipases Novozym 435 e Lipozyme IM.

Dados mais recentes da literatura apontam a possibilidade de
realizar reacdes enzimdticas de 6leos vegetais em diéxido de carbono
liquido ou supercritico, obtendo-se seletividade e taxas de reagdes
maiores do que aquelas obtidas com solventes liquidos (Savage et al.,
1995; Messiano et al., 1999; Noyori, 1999; Knez e Habulin, 2001;
Rezaei e Temelli, 2001; Oliveira e Oliveira, 2000 e 2001). Apesar deste
cendrio positivo apontado, o uso de diéxido de carbono em reagdes
enzimdticas que utilizam O6leos vegetais como substrato apresenta
algumas limitacdes quanto a solubilidade de tais compostos e no que diz
respeito a atividade/estabilidade de algumas lipases neste solvente
pressurizado (Feihrmann et al., 2006; Ndiaye et al., 2006). A este
respeito, as propriedades do propano apontam vantagens sobre o diéxido
de carbono, o que implica em um sistema mais apropriado para a
realizac@o das reacdes enzimaticas a partir de dleos vegetais (Feihrmann
etal., 2006 e Lanza et al., 2004).

Observando os aspectos de transesterificacdo enzimatica
utilizando solventes pressurizados e avaliando as informagdes
disponiveis na literatura sobre a alta solubilidade do dleo de soja em
propano, o aumento da atividade enzimdtica da lipase imobilizada
Novozym 435 neste solvente, e ainda a inexisténcia de dados sobre
reacOes de transesterificacdo enzimdtica em propano, Dalla Rosa et al.
(2008) investigaram a producdo de biodiesel a partir de 6leo de soja e
etanol em propano pressurizado, utilizando uma lipase comercial como
catalisador em sistema batelada, utilizando condicdes amenas de
opera¢do sem penalizar a conversdo da reacao.

Geralmente, o biodiesel é produzido em modo batelada. Como
principais desvantagens deste processo destacam-se: o elevado tempo
total de processamento, alto custo do processo e problemas no controle
de qualidade do produto (He et al., 2007).

O reator de leito empacotado € geralmente o mais empregado
para os sistemas continuos que contenham catalisador heterogéneo,
porque: (I) facilita o contato e a separag@o subseqiiente, (II) e a remocao
continua de inibidores; (III) permite o reuso da enzima sem a
necessidade de uma separacdo prévia; (IV) permite o uso de grandes
volumes de substratos de baixa solubilidade; (V) conduz a uma
qualidade de produto mais consistente e a estabilidade da enzima ¢é
melhorada devido a facilidade de automatiza¢do e do controle; (VI) é
apropriado para a producdo a longo prazo e em escala industrial,
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diferentemente de um reator em batelada, onde os granulos de enzimas
(suportadas/imobilizadas) s3o susceptiveis a quebra por causa do
estresse causado pela agitacdo mecanica. Um aspecto bastante relevante
trata-se da relacdo entre o substrato e a enzima que € muito maior em
um reator de leito empacotado do que em reatores convencionais em
batelada, resultando em um desempenho mais elevado da reacgéo
(Laudani et al., 2007).

Diante deste cendrio e das investigagdes prévias realizadas € que
se fundamenta a proposta deste trabalho, cujo objetivo geral e os
objetivos especificos sdo apresentados a seguir.

1.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho € avaliar a producdo de biodiesel
em modo continuo empregando enzimas imobilizadas como
catalisadores utilizando solventes pressurizados.

1.2 Objetivos Especificos

Em consonadncia com o cendrio apresentado, os seguintes
objetivos especificos foram delineados:

1. Estudar a da reutilizacdo (nimero de ciclos) de uma enzima
comercial em meio propano pressurizado na reagcdo de alcodlise de
6leo de soja em modo batelada como forma de investigagdo do
comportamento deste catalisador frente a periodos prolongados de
reagao;

2. Montagem do aparato experimental para condu¢do de reacdes
enzimaticas em fluidos pressurizados em modo continuo;

3. Estudar o efeito das varidveis temperatura, pressdo, razdo molar
dleo-etanol, tempo de residéncia, relacdo solvente:substratos sobre a
conversdo da reacdo de producdo de ésteres etilicos de soja em
propano em modo continuo com o objetivo de otimizar a produgdo de
ésteres neste sistema;

4. Estudar a da influéncia do emprego de outros solventes
pressurizados na produ¢do de biodiesel. Neste sentido, o n-butano
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torna-se um solvente potencial para realizacdo dos experimentos por
propiciar valores de pressdo de transicdo de fases mais amenas do que
o propano. O diéxido de carbono é também um dos solventes a ser
investigado por apresentar caracteristicas (compressibilidade
volumétrica, por exemplo), que possam conduzir a melhores taxas de
transferéncia de massa;

Como forma de embasamento do presente trabalho,
primeiramente serd apresentado o estado da arte sobre o assunto,
procurando evidenciar os resultados e lacunas presentes na literatura
referentes ao tema do presente estudo. O Capitulo 3 apresenta os
métodos analiticos utilizados no decorrer deste trabalho bem como a
montagem do aparato experimental e o procedimento utilizado para
realizacdo dos experimentos. No Capitulo 4 serdo apresentados e
discutidos os resultados obtidos e no Capitulo 5 serdo apresentadas
algumas conclusdes decorrentes da realizacdo deste trabalho e sugestdes
para etapas futuras. As referéncias bibliograficas utilizadas no decorrer
do presente estudo sdo citadas no capitulo 6.



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Existe um grande interesse em fontes de energia alternativa, visto
que a maior parte da energia consumida no mundo € oriunda de fontes
ndo renovéveis limitadas (Martin e Otero, 2007). E com base nesta
compreensdo e nos fins estratégicos de muitos paises que se torna
relevante o estudo e pesquisa na drea de biocombustiveis ou matrizes
energéticas alternativas.

A seguir € apresentada como forma de fundamentacdo tedrica
deste trabalho uma breve explanacdo sobre o contexto do biodiesel
como alternativa ao diesel de petréleo e sua conjuntura no Brasil e no
mundo, bem como um histérico sucinto sobre o tema e€ um breve
apontamento dos 6leos vegetais potenciais na producdo de biodiesel. O
presente capitulo contempla também alguns conceitos e métodos
utilizados para produgdo de biodiesel. A leitura do estado da arte mostra
a existéncia de trabalhos versando sobre o emprego de catalisadores
homogéneos e heterogéneos (4cidos/bases, enzimas e suportes porosos
modificados) e a produg@o de biodiesel em fluidos pressurizados, bem
como informagdes de cardter fundamental para o escopo deste trabalho,
a saber: o comportamento de fases a alta pressdo de alguns 6leos
vegetais, medidas de atividade de lipases comerciais em fluidos
pressurizados, bem como resultados de conversio em biodiesel em
modo batelada e em modo continuo.

2.1 Biodiesel, uma alternativa ao diesel de petroleo

O Brasil, pela abundéincia de seus recursos naturais renovaveis e
da riqueza de sua biomassa, pode e deve ter uma matriz energética
diversificada. A energia de origem f6ssil (petrleo, carvio e gas)
responsdvel pela deterioracdo ambiental do planeta, deve ser substituida
com urgéncia por energias limpas como: solar, edlica e oriunda do
emprego da biomassa (Holanda, 2004).

Segundo a publicagdo Balangco Energético Brasileiro 2000, do
Ministério de Minas e Energia, o 6leo diesel produzido no Brasil ndo é
suficiente para atender o mercado interno, sendo que no ano de 2000, o
Brasil consumiu cerca de 37,5 bilhdes de litros de 6leo diesel.

Além disso, o diesel produzido no pais apresenta um baixo
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nimero de cetano, o qual define o poder de auto-inflamacdo e de
combustdo do motor, condicionando o desempenho global do mesmo.
Para a obtencdo de diesel com niimero de cetano aceitdvel, torna-se
necessdrio o emprego de aditivos, resultando em aumento de custos do
produto. Deve-se salientar também o impacto ambiental causado pela
emissdo de dioxido de carbono e enxofre na atmosfera quando da
queima do 6leo diesel (Albuquerque, 2006).

O uso de dleos vegetais em motores diesel é quase tdo antigo
quanto o préprio motor diesel. O inventor do motor diesel, Rudolf
Diesel, segundo relatos, utilizou 6leo de amendoim como combustivel
para fins de demonstragdo em 1900. Alguns outros trabalhos
investigaram o uso de 6leos vegetais em motores diesel nas décadas de
30 e 40. As crises energéticas no inicio da década de 70 e nos anos 80,
bem como preocupagdes sobre a deplecdo dos recursos nao-renovaveis
do mundo, proveram os incentivos para a busca de alternativas aos
combustiveis convencionais a base de petroleo. Neste contexto,
retomaram-se os estudos referentes ao emprego de dleos vegetais como
combustiveis para motores diesel. Em decorréncia, eles ocupam hoje
uma posicdo proeminente no desenvolvimento de combustiveis
alternativos. Centenas de artigos cientificos e vdrios relatdrios a respeito
de procedimentos alternativos para obtencdo de combustiveis a partir de
6leos vegetais tém sido relatados no mundo todo (Knothe et al., 2002).

Dentre os recursos renovaveis para a produgdo de combustiveis
alternativos, as gorduras e os Oleos vegetais t€m atraido atencdo
consideravel como alternativas de uso no motor diesel. Entretanto, o uso
direto dos o6leos vegetais € considerado geralmente insatisfatorio e
pouco pratico para o uso em motores de injecdo direta dentre outros
tipos de motores diesel (Rathore e Madras, 2007).

Apesar de ser favoravel do ponto de vista energético, a utilizagio
direta de O6leos vegetais em motores diesel € muito problemaética.
Estudos demonstram que a sua combustdo direta conduz a carbonizagdo
do bico injetor, resisténcia a ejecdo nos segmentos dos émbolos,
diluicdo do dleo do carter, contaminacdo do Oleo lubrificante, entre
outros problemas. As causas destes problemas foram atribuidas a
polimerizacio dos triglicerideos, através das suas ligacdes duplas, que
conduzem a formacdo de depdsito, assim como, a baixa volatilidade. A
alta viscosidade é também razio importante porque os 6leos vegetais ou
gorduras sdo transesterificados a biodiesel, uma vez que altas
viscosidades conduzem a problemas no bombeamento e atomizagdo do
combustivel (Albuquerque, 2006).

Conseqiientemente, outras formas vém sendo consideradas para
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reduzir a viscosidade dos dleos vegetais, tais como a dilui¢do, a pirdlise,
microemulsificacio e transesterificacdo. Entre todas estas alternativas, a
transesterificacdo parece ser o melhor método, dado que as
caracteristicas fisicas dos acidos graxos e os alquil ésteres (biodiesel)
sdo similares ao combustivel diesel existente. A alcodlise dos dleos
vegetais produz os alquil ésteres dos dcidos graxos. A viscosidade dos
alquil ésteres é cerca de duas vezes aquela do combustivel diesel
enquanto a do 6leo vegetal puro é de 10 a 20 vezes maior que o
biodiesel correspondente (Rathore e Madras, 2007).

A diferenga nas propriedades entre o diesel e os dleos vegetais
resulta, principalmente, da diversidade molecular entre estes dois tipos
de substancias. O diesel é constituido de hidrocarbonetos com nimero
médio de carbonos em torno de quatorze. Os Oleos vegetais sdo
triésteres da glicerina, ou seja, produtos naturais da condensac¢do da
glicerina com 4cidos graxos, cujas cadeias laterais de 4cidos graxos t€m
ndmeros de carbonos entre dez e dezoito, com valores médios de
quatorze e dezoito, para os tipos de 6leos mais abundantes (Ramos et
al., 2001).

A maior razdo para que 6leos vegetais devam ser convertidos em
alquil ésteres € a viscosidade cinematica, que no biodiesel ¢ muito mais
préxima daquela do diesel de petrdleo. A alta viscosidade de matérias
graxas nao transesterificadas conduz a sérios problemas operacionais
nos motores diesel, tais como a ocorréncia de depdsitos em varias partes
do motor. Apesar de alguns tipos de motores e sistemas de injecdo
(““queimadores”) poderem utilizar 6leos vegetais ndo transesterificados,
a maior parte dos motores hoje disponiveis exige a utilizacdo de
combustiveis com viscosidade inferior as dos dleos vegetais (Knothe et
al., 2006).

O biodiesel obtido a partir de 6leo vegetal ndo produz 6xido de
enxofre, minimiza a emissdo de particulados em até trés vezes e
aumenta significativamente a lubricidade em comparagdo com o
combustivel derivado do petréleo. Em funcdo destas vantagens técnicas
e ambientais, vislumbra-se o biodiesel como um combustivel substituto
ou pelo menos como aditivo ao diesel convencional (Mamuro et al.,
2001).

Dependendo do 6leo vegetal utilizado, pode-se obter biodiesel
com ndmero de cetano bem superior ao 6leo diesel, justificando seu uso
como aditivo ao diesel fossil (Albuquerque, 2006).
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2.2 Breve historico sobre o biodiesel

Em nivel mundial, a idéia da utilizacdo dos 6leos vegetais como
combustiveis foi retomada em escala comercial no inicio da década de
90, onde pressdes a favor de um “desenvolvimento limpo” adquiriram
mais forca (Conferéncia das Nacgdes Unidas, Rio de Janeiro, 1992). Tal
aspecto reflete a preocupagdo com a preservacdo ambiental e com o
previsivel esgotamento das jazidas de petréleo. O desenvolvimento
econdmico calcado na utilizagdo extensiva de Oleos minerais é
claramente insustentdvel e tempordrio. As emissdes dos motores de
veiculos constituem uma das principais fontes dos gases causadores do
“efeito estufa”, que resulta no aquecimento planetdrio e nas mudancas
climaticas.

Os pafses que iniciaram o desenvolvimento da producido de
biodiesel foram a Alemanha e a Franca. Atualmente, a Alemanha &
responsavel por mais da metade da producio européia com um produto
mais barato que o 6leo diesel, ja que ha completa isencdo de tributos em
toda a cadeia produtiva deste biocombustivel. Possui 30 unidades
industriais voltadas a producdo de biodiesel e cerca de 800 postos de
venda, sendo a maior produtora de biodiesel do mundo, com uma
capacidade de produ¢do de 1 milhdo de toneladas anuais (Albuquerque,
2006).

A Franca € o segundo maior produtor, com capacidade de 460 mil
toneladas anuais. Nos Estados Unidos, os estados de Minessotta e
Carolina do Norte aprovaram uma lei que obriga a adigdo de 2% de
biodiesel no dleo diesel desde 2002, porém a capacidade nacional
instalada estd entre 210 e 280 milhdes de litros anuais, insuficiente para
atender a prerrogativa legal. Gradativamente o pais dd atencdo aos
biocombustiveis. O Programa Americano de Biodiesel é baseado em
pequenos produtores e consumidores. Existem cerca de 15 empresas néo
especializadas que produzem biodiesel para uso préprio ou para a
comercializacdo em todo o pais (Albuquerque, 2006).

Além dos principais paises produtores — Alemanha, Franca e
Itdlia, nessa ordem, outros paises da Unido Européia, inclusive por
orientacdo do Parlamento Europeu, ja desenvolvem agdes visando
estimular o uso do biodiesel e de outros suceddneos de combustiveis
fosseis, especialmente para o setor de transportes. Dentre essas acdes,
merecem destaque as que buscam estabelecer padrdes minimos de
qualidade para a oferta desse combustivel, havendo, de modo geral,
estreita articulagdo com os fabricantes de veiculos e pecgas visando
acelerar a realizacao de testes de funcionamento (Ramos et al., 2001).
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A Argentina iniciou seu programa de biodiesel com o
estabelecimento de padrdes para o combustivel em 2001. O Decreto
governamental 1396 de novembro de 2001 isenta de impostos por 10
anos toda a cadeia produtiva de biodiesel (Albuquerque, 2006).

No Brasil, o histérico de uso de 6leos vegetais aponta que ao
longo das tdltimas décadas houve tentativas para implementar o uso de
6leos vegetais como combustiveis sucedaneos ao diesel derivado de
petrdleo (Camara, 2006).

A primeira crise mundial do petréleo em 1973 motivou, por parte
do governo brasileiro a época, a idéia de desenvolver um Programa
Nacional do Alcool Combustivel (Pré-Alcool) a partir da sacarose
extraida dos colmos de cana-de-agicar. Ao final dos anos 70 uma
segunda crise mundial do petréleo viabilizou o lancamento do Pré-
Alcool, atualmente de sucesso estratégico, tecnolégico e comercial
consagrado (Camara, 2006).

Paralelamente ao surgimento do Pré-Alcool cogitou-se sobre o
lancamento de um programa paralelo com o intuito de se produzir outro
combustivel proveniente de fontes renovdveis, porém, a base de
matérias-primas oleaginosas visando a substituicio parcial do diesel de
petrdleo ou petrodiesel, na matriz veicular de combustiveis.
Inicialmente, esse programa foi chamado de “Pr6-Oleo” por uns, ou de
“Pré-Diesel” por outros (Camara, 2006).

Na época, muitos estudos e projetos de pesquisas foram
desenvolvidos em institutos e universidades brasileiras, com destaque
para o Instituto de Pesquisas Tecnoldgicas (IPT) do estado de Sdo Paulo
e para a Universidade Federal do Ceard, focando matérias-primas
potenciais para a producdo de biodiesel (Parente, 2003).

Entretanto, como efetiva politica publica federal, o “Pr6-Oleo”
permaneceu apenas como um projeto ou idéia para o futuro.
Recentemente, o atual governo federal decidiu-se pelo relancamento do
antigo “Pré-Diesel”, denominando-o Programa Nacional de Produgdo e
Uso de Biodiesel (PNPB) (Camara, 2006).

A partir de 24 de novembro de 2004, a ANP editou as Resolucdes
ANP n°41 e n°42, as quais estabeleceram, respectivamente, a
obrigatoriedade de autoriza¢do da ANP para a atividade de producio do
biodiesel, e as especificacdes técnicas para a producdo e
comercializa¢do do biodiesel. Em 13 de janeiro de 2005, o Governo
Federal promulgou a Lei do Biodiesel, que introduz o biodiesel na
matriz energética brasileira e amplia o escopo de atuagdo da ANP, que
passou a regulamentar também as atividades de producdo e
comercializacdo de biocombustiveis. Além disso, essa lei fixou
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percentuais minimos obrigatorios de adi¢do de biodiesel ao dleo diesel
comercializado aos consumidores finais, determinando que o percentual
de adi¢do minimo devera ser de 2,0% (v/v) de 2008 a 2012, atingindo
5,0% (v/v) até 2013. Atualmente o Brasil conta com diversas empresas
produtoras de biodiesel em vdrias regides do pais, conforme dados da
ANP apresentados na Tabela 2.1 (www.anp.gov.br, maio 2007).

Tabela 2.1 - Capacidade nominal e produgdo de biodiesel B100 no
Brasil, segundo unidades em 2005.

Unidade' Municipio (UF) Capacidade Producio’
Nominal® (m3)
(m3/an0)
Total 85320 736,2
Agropalma Belém (PA) 24000 510,4
Biolix Rolancia (PR) 9000 25,6
Brasil Floriano (PI) 27000 150,9
Biodiesel
Brasil Teresina (PI) 600 5,5
Biodiesel
(filial)
Fertibon Catanduva (SP) 6000 -
Nutec Fortaliza (CE) 720 -
Renobras Dom Aquino 6000 -
(MT)
Soyminas Cassia 12000 43,8

Fonte: ANP/SRP, conforme a Portaria ANP n° 54/01.
! Unidades produtoras autorizadas pela ANP em 2005
2 Considerou-se 300 dias de operacio.

? Biodiesel puro ou B100, conforme Resolugio ANP n° 42/2004.

2.3 Métodos analiticos para a afericao da qualidade de biodiesel

Nos ultimos 10 anos vdrios estudos vém sendo conduzidos
visando o desenvolvimento de métodos para andlise do biodiesel, suas
impurezas e subprodutos. Esses estudos incluem a cromatografia gasosa,
a separacdo de fase sdlida, a cromatografia de filme liquido, a
cromatografia de liquido de alta precisao, a refractometria, entre outros.
As técnicas de andlise necessitam ser precisas, confidveis, reprodutivas,
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rapidas e simples, utilizando equipamentos disponiveis (Biodiesel e
Inclusao Social, 2004).

Durante o processo de transesterificagdo, glicerdis intermedidrios
como mono- e diacilglicerdis sdo formados, sendo que uma pequena
quantidade destes pode permanecer retida no produto final (ésteres
metilicos ou quaisquer outros alquil ésteres). Além destes glicerdis
parcialmente reagidos, triacilgliceréis nio reagidos bem como glicerol,
dcidos graxos livres (AGL), dlcool e catalisador residuais podem
contaminar o produto final. Portanto, especifica¢des, como as Européias
(EN 14214; EN 14213) e a dos Estados Unidos (ASTM D6751) limitam
a quantidade de contaminantes permitida no biodiesel (vide Apéncide
A). Sob estas especificacdes, restricdes sdo colocadas para estes
contaminantes, como glicerina livre e glicerina total para limitar o teor
de glicerol e acilglicer6is, ponto de fulgor para limitar o dlccol residual,
acidez para limitar o teor de AGL e o teor de cinzas para limitar o
catalisador residual (Mittelbach, 1996).

Para atender as exigéncias das especificacdes, nao € necessdria a
quantificacio de componentes individuais do biodiesel, mas a
quantificacio de diferentes classes de componentes ¢ fundamental. Por
exemplo, para a determinacdo de mono-, di- ou triacilglicer6is, ndo é
necessdrio saber que dcidos graxos estdo ligados a molécula do glicerol.
Nenhum método analitico atual atinge a rigidez destes objetivos,
portanto, € necessdrio selecionar um ou mais métodos para analisar o
biodiesel ou monitorar a reacdo de transesterifica¢do (vide Apéndice A).
(Knothe et al., 2006).

Até o momento, a cromatografia gasosa tem sido o método mais
utilizado para andlise de biodiesel porque apresenta precisdo geralmente
alta para a quantificacdo de componentes minoritdrios, como o método
para quantificacdo de metil ou etil ésteres, EN 14103 (vide Apéndice B)
(Knothe et al., 2006).

2.4 Oleos potenciais na producio de biodiesel

Observando-se os aspectos tecnoldgicos e econdmicos, € de
fundamental importincia que se tenha uma visdo geral acerca dos dleos
vegetais potenciais na produgdo de biodiesel.

Podem-se classificar em quatro as categorias, origens € processos
de obten¢do de matéria prima para a producio de biodiesel.
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Tabela 2. 2 - Classificacio de obtencdo de matérias primas para
producio de biodiesel.

CATEGORIAS
Oleos e Oleos e Oleos Matérias Graxas
Gorduras Gorduras Residuais de de efluentes
de animais vegetais frituras
ORIGENS
Matadouros Agricultura Coccio Agua Residual das
Frigorificos ~ Tempordrias Comercial e Cidades e de
Curtumes e Industrial algumas
Permanentes Industrias
OBTENCAO
Extracdo Extracdo Acumulagdes  Processos em fase
com mecanica e de
Aguae Extragdo Coletas Pesquisa e
Vapor Solvente Desenvolvimento
Extracdo

Mista
Fonte: O Biodiesel e a Inclusdo Social, 2003.

A escolha da matéria prima para a producdo de biodiesel depende
largamente de fatores geogrdficos. Dependendo da origem e da
qualidade da matéria prima, mudangas no processo de producdo podem
ser necessarias.

Apesar da riqueza e da diversidade de oleaginosas no pais, o
desenvolvimento tecnoldgico para elas € muito varidvel. Podem-se citar
como principais oleaginosas com dominio tecnoldgico, o amendoim,
algoddo, mamona, soja, girassol, gergelim, canola e dendé. Como as
principais oleaginosas com baixissimo dominio tecnolégico e/ou com
exploracdo extrativista, tém-se: o pinhdo-manso, macatba, babacu,
oiticica, etc. Vale ressaltar que, para atender 2 demanda do Programa de
Biodiesel do Governo, serd necessdrio estabelecer politicas publicas
para a expansdo de dreas para o cultivo de oleaginosas com dominio
tecnoldgico e avaliar as suas capacidades de producdo de acordo com a
vocagdo regional (O Futuro da Indistria: Biodiesel, 2006).

Para cumprir as metas legais, seria preciso produzir cerca de 800
milhdes de litros anuais de biodiesel em 2008, na fase inicial do
Programa. Com a autorizacdo das usinas, cuja solicitacdo tramita na
Agéncia Nacional de Petréleo, Gds Natural e Biocombustiveis (ANP), a
capacidade de producdo do Pais seria suficiente para 2008, mas terd que
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aumentar significativamente até 2013 para atender a exigéncia legal de
adicionar 5% de biodiesel ao petrodiesel (Plano Nacional de
Agroenergia, 2006-2011).

A respeito da cultura da soja, pode-se dizer que o Brasil apresenta
tradi¢@o neste cultivo, além de uma boa estruturacdo nas fases da cadeia
produtiva. A Figura 2.1 apresenta as principais regides produtoras de
soja e suas respectivas contribui¢des de producio no contexto nacional.
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Figura 2. 1 - Principais regides produtoras de soja e porcentagem produzida por
regido (Plano Nacional de Agroenergia 2006-2011).

As dreas ocupadas pela cultura de soja crescem
significativamente a cada safra, principalmente na regido centro-oeste e
sul do pais. Este crescimento também ¢é observado quanto 2a
produtividade da cultura da soja, conseqiiéncia do melhoramento das
espécies cultivadas bem como o emprego e desenvolvimento de
tecnologias sobre o tema. Ressalta-se ainda que as regides produtoras
apresentam capacidade de esmagamento instaladas e em funcionamento.
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A este respeito, € possivel relatar que vérias culturas que servem
de fonte de 6leos vegetais vém ganhando mercado com um apelo de
valores nutricionais mais vantajosos, ou seja, 6leos com maior grau de
diferenciacdo por possuirem em sua composicao, por exemplo, Omega 3
e dmega 6 (como € o caso da canola e do girassol), tém despontado as
vendas de 6leos vegetais. Com relagdo a soja, pode-se dizer que € uma
das culturas mais eficientes para a producdo de farelo e existem
limitagSes técnicas para a substituicdo total deste produto por outros
farelos (como o de algoddo) na alimentacdo de aves e suinos (Lazzarini
e Nunes, 2000). Na verdade, a demanda por grio de soja estd alicercada
na necessidade de proteinas para a inddstria de racdo animal. O mercado
de proteinas encontra-se em ascensdo, o que levou a uma situagcdo de
excesso de dleo de soja no mercado nacional, como indicam os dados da
Figura 2.2.
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Figura 2. 2 - Balango oferta x demanda de 6leo de soja no Brasil (Abiove —
Associacdo Brasileira de Oleos Vegetais, 2004). Valores de oferta e 1000
toneladas.

Paralelamente ao excedente de 6leo de soja no mercado, verifica-
se a crescente demanda de Oleo para a producdo de combustiveis
alternativos, devido a necessidade emergente de implantacdo de
unidades produtoras de biodiesel, a fim de que se cumpra o projeto de
lei 6983/2002, que institui a adi¢do de biodiesel ao diesel. Diante deste
cendrio, o uso de 6leo de soja para a producdo de biodiesel torna-se a
alternativa interessante no contexto nacional atual (Plano Nacional de

Agroenergia 2006-2011)
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2.5 Composicao e estrutura de dleos vegetais

De um modo geral, os dleos vegetais sdo definidos como
substincias liquidas a temperatura ambiente e as gorduras como
substancias sélidas. Os lipideos sdo compostos de origem bioldgica que
dissolvem em solventes apolares, tais como o cloroférmio e o éter
dietilico. O nome lipideo vem do grego [lipos, que significa gordura.
Diferentemente dos carboidratos e das proteinas, que sdo definidos em
termos de suas estruturas, os lipideos sdao definidos pela operacao fisica
utilizada para isold-los. Portanto, ndo é surpreendente que os lipideos
incluam uma variedade de tipos de estruturas, como os triacilglicerdis.
Apenas uma pequena parcela da fracdo do lipideo total obtida pela
extracdo com um solvente apolar consiste de dcidos carboxilicos de
cadeia longa. A maioria dos dcidos carboxilicos, de origem bioldgica, é
encontrada como ésteres de glicerol, isto é, como triacilglicerdis
(Villeneuve et al., 2000).

A hidrélise de uma gordura ou 6leo produz uma mistura de
dcidos graxos:

ﬁ 0
CH2—OC C E CH2—CH RCOH

8]

I|
CH—20 C E » CH—0OCH + R'COH

o} o]
CH2 —O —— ¢ ——ER" CH2—0OH RE"COH

Goroura au dlea Gliceral Acidos graxos

Figura 2. 3 - Representago esquematica da hidrdlise de dleos vegetais
(Villeneuve et. al., 2000).

A maioria dos 4dcidos graxos naturais possui cadeia nao-
ramificada e, como sdo sintetizados a partir de unidades de dois
carbonos, hd um nimero par de 4dtomos de carbono. A Tabela 2.3
apresenta os 4cidos graxos majoritdrios que compdem o 6leo de soja, de
particular interesse na proposta deste trabalho.

No Apéndice C, apresenta-se uma compilacio das propriedades
de 4cidos e ésteres graxos de maior relevancia para o biodiesel e no
Apéndice D, a tabela com os principais dcidos graxos de Oleos e
gorduras utilizados e/ou testados como combustivel alternativo ao diesel
de petrdleo.
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Tabela 2. 3 - Composicdo quimica tipica do 6leo de soja (Lanza, 2004).

Acidos Graxos Quantidade (% m/m)
Palmitico (C16:0) 11,2
Palmitoléico (C16:0) tracos
Estearico (C18:0) 3,45
Oléico (C18:1) 23,41
Linoléico (C18:2) 54,21
Linolénico (C18:3) 5,75
Linolénico (C18:3) trans 1,06
Lignocérico tracos
Behéncio (C22:0) 0,49
Araquidico (C20:0) 0,43

2.6 Biotransformacao enzimatica

Biocatalisadores ou catalisadores bioldgicos sdo proteinas cuja
principal funcdo é catalisar reagdes nos organismos. Os biocatalisadores
sdo utilizados em quimica orgdnica como uma alternativa aos processos
quimicos cldssicos por apresentarem inimeras vantagens. Dentre estas
se destacam: utilizacdo de condi¢des brandas; compatibilidade com
substratos sintéticos; em alguns casos podem catalisar as reagdes nos
dois sentidos e podem, ainda, apresentar seletividade quanto ao tipo de
reacdo que catalisam (Paques e Macedo, 2006).

Enzimas isoladas ou purificadas possuem um ntimero de
propriedades que tornam seu uso atrativo como catalisador em
biotransformac@o, tais como alta eficiéncia catalitica (podem elevar
significativamente a velocidade de uma reacdo); seletividade; atuacdo
em condi¢cdes brandas de temperatura (30 a 70°C) e em pressao
atmosférica. Com um mercado crescente e promissor, a maior parte da
producdo de enzimas ainda € destinada as industrias de detergente e
amido (Castro et al., 2004).

Enquanto o nimero de companhias que comercializam enzimas
estd proximo do milhar, o nimero de produtores é muito inferior. Ao
todo, nos Estados Unidos e parte oeste da Europa, existem apenas cerca
de 30 industrias produtoras de enzimas. Muitos produtores sdo do ramo
da industria quimico-farmacéutica, para os quais o lucro proveniente da
comercializacdo das enzimas desempenha um papel pouco significativo
no seu faturamento global. Cerca de 90% da produgao anual provém das
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maiores empresas produtoras de enzimas, como Novozymes com sede
na Dinamarca; Gist Brocades, na Holanda; Amano, no Japdo; Solvay,
Pfizer e Genencor, nos Estados Unidos (Castro et al., 2004).

O interesse industrial por tecnologias enzimdticas vem
aumentando gradativamente, principalmente, nas 4dreas de engenharia de
proteinas e enzimologia em meios ndo convencionais, as quais
ampliaram consideravelmente o potencial de aplicacdo das enzimas
como catalisadores em processos industriais. Entre os processos de
maior interesse, estdo as reagdes de hidrélise, sintese e interesterificacao
de lipideos por meio das lipases. As razdes do enorme potencial
biotecnoldgico dessa classe de enzima incluem fatos relacionados a: i)
sua alta estabilidade em solventes orgénicos; ii) ndo requerem a
presenca de co-fatores; iii) possuem uma larga especificidade pelo
substrato e, iv) exibem alta enantioseletividade.

Nos dltimos anos, diferentes técnicas foram aperfeicoadas
visando o desenvolvimento da drea de biotransformacdes, como, por
exemplo, imobilizacdo, modificacdo enzimadtica por engenharia genética
ou via intera¢do ndo covalente (imprinting), reincubagdo do produto ou
do substrato, inibicdo enantiosseletiva, modificacdo do substrato,
mapeamento do sitio ativo, estudo da variacdo do solvente (solvent
engineering) e estudo da variacdo dos doadores acila em reacdes de
transesterifica¢do. Destas, a técnica que utiliza o estudo da varia¢do do
solvente € a que apresenta menor custo, maior flexibilidade e velocidade
na execugdo (Costa e Amorin, 1999).

As lipases (EC 3.1.1.3) sdo biocatalisadores responsdveis por
catalisar reacdes de hidrdlise de Oleos em d4cidos graxos livres,
monoacilglicerdis, diacilglicerdis e glicerol. Um elevado nimero de
compostos de alta e baixa massa molecular também pode ser substrato
dessa enzima, tais como tioésteres, amidas, poliidroxiesteres/
hidroxidcidos, etc. Além da hidrdlise, as lipases também sdo capazes de
catalisar reacdes reversas, como esterificacdo, transesterificacdo
(interesterificacdo, alcoolises e aciddlises), amindlise (sintese de
amidas) e lactonizacdo sendo que a atividade de dgua do meio reacional
¢ um dos fatores determinantes para cada classe de reacdo (Figura 2.4)
(Villeneuve et al., 2000).
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Figura 2. 4 - Reagdes catalisadas por lipases.

Além de quebrar as ligacdes de éster de triacilgliceréis com o
consumo de moléculas de dgua (hidrélise), as lipases sdo também
capazes de catalisar a reacdo reversa sob condi¢des microaquosas, como
por exemplo, a formagdo de ligacdes éster, a partir de um dlcool e dcido
carboxilico (sintese de éster). Estes dois processos bdsicos podem ser
combinados numa seqiiéncia légica para resultar em reagdes de
interesterificacdo (aciddlise, alcodlise e transesterificacdo), dependendo
dos reagentes de partida empregados (Figura 2.4) (Yahia et al., 1998).

Outros compostos, além de dgua e dlcool, podem ser utilizados
como nucledfilos em reacdes catalisadas por estas enzimas. Desta
forma, as lipases podem participar de reagdes como amindlises,
tiotransesterificacdes e oximolises, em solventes organicos, com elevada
seletividade. O uso deste biocatalisador em amindlise de ésteres, em
meios anidros, tem sido bem sucedido na sintese de peptideos e amidas
de acidos graxos. Esses resultados sdo promissores para a utilizacio de
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tecnologia de lipases em sintese de peptideos opticamente ativos,
polimeros, surfactantes e novos detergentes com baixo custo. A
atividade hidrolitica da lipase pode ser diretamente relacionada com sua
atividade de sintese, mas € independente de sua atividade de
interesterificagc@o. Lipases de diferentes fontes sdo capazes de catalisar a
mesma reacdo, embora possam diferir no desempenho sob as mesmas
condi¢des reacionais (Villeneuve et al., 2000).

2.6.1 Espeficidades das lipases

Conforme a classificacdo das enzimas, as lipases sdo divididas da
seguinte forma:

L. Regiosseletivas - subdivididas em:

IL. lipases ndo-especificas - hidrolisam ésteres de dcidos graxos
primdrios ou secunddrios, liberando dcidos graxos na posi¢do 1(3) ou 2;

III. lipases 1,3-especificas - hidrolisam apenas ésteres de acidos
graxos primdrios, isto é, na posi¢do 1 ou 3 (Figura 2.5). Existem, no
entanto, alguns estudos na literatura sobre a lipase A de Candida
antarctica que hidrolisa a posi¢cdo 2 (Paques e Macedo, 2006).

o o] 0
L‘)(']L‘X OH U);:J)\X U)J\X
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oY ——— = oY ou ¥ ou OH g
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G).;;,Lx OH ¢ U)tll;,\x
).L\ Lipase 1,3 - especifica D)I\ G)I\
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Figura 2. 5 - Reagdes catalisadas por lipases do tipo ndo especifica e 1,3
especifica.

Em se tratando de aplicagdo industrial, a especificidade da lipase
¢ um fator crucial. A enzima pode ser especifica com relagdo a molécula
dcida ou alcodlica do substrato. Lipases ndo especificas (ex: produzidas
por Candida rugosa, Staphylococcus aureus, Chromobacterium
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viscosum e Pseudomonas sp.) quebram as moléculas de acilglicerol na
posi¢do randomica, produzindo dcidos graxos livres, glicerol,
monoacilgliceréis e diacilglicerdis como intermedidrios. Neste caso, 0s
produtos sdo similares aqueles produzidos por catédlise quimica, porém
com menor grau de termodegrada¢do, devido a temperatura na
biocatalise ser bem inferior (Castro et al., 2004).

Lipases 1,3 especificas (ex: de Aspergillus niger,
Mucorjavanicus, Humicola lanuginosa, Rhizopus delemar, Rhizopus
oryzae,Candida lipolytica, Rhizopus niveus e Penicillium roquefortii)
liberam 4acidos graxos das posi¢des 1 e 3 e formam, por esta razdo,
produtos com composi¢des diferentes daquelas obtidas pelas lipases ndo
regiosseletivas, ou mesmo pelo catalisador quimico. Lipases especificas
para dcido graxo sdo lipases com acdo especifica na hidrélise de ésteres,
cujos 4cidos graxos sdo de cadeia longa insaturada com duplas ligacdes,
em cis no carbono 9. Esteres com 4cidos graxos insaturados, ou sem
insaturacdo no carbono 9, sdo lentamente hidrolisados. Este tipo de
especificidade ndo é comum entre as lipases e o exemplo mais estudado
até hoje € a lipase de Geotrichum candidum. Esta habilidade de produzir
novos tipos de misturas de triacilglicerideos utilizando lipases
regioespecificas € uma das caracteristicas mais interessantes para a
aplicacdo no setor de 6leos e gorduras (Castro et al., 2004).

Também merece referéncia a estereoespecificidade, ou seja, a
capacidade que algumas lipases possuem de discriminar os
enantidmeros de uma mistura racémica. A especificidade estrutural ou
regiosseletividade é decorrente da orientacdo imposta pelas dimensdes e
pela estrutura do centro ativo a ligacdo do substrato. Estas restricdes
levam a distin¢do e a transformacdo seletiva de fun¢des quimicamente
similares na mesma molécula. A seletividade e a estereoquimica advém
da prépria quiralidade da enzima, ou seja, de sua simetria estrutural, que
limita a acdo em substratos que ndo satisfacam determinadas relacdes
espaciais. Desse modo, a catdlise enzimdtica permite transferir ou criar
centros quirais nas moléculas, assim como distinguir formas
enantidmeras. Lipases tém sido empregadas para resolucdo de
racematos, resultando em rendimentos elevados, para obtencdo de
ésteres, dlcoois e dcidos opticamente puros (Castro et al., 2004).

2.6.2 Propriedades e conformacdo das lipases

As lipases s@o encontradas em tecidos de vdrios animais e
plantas, podendo ser produzidas por fermenta¢do usando vdrias espécies
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de microrganismos, tais como os fungos Aspergillus mucor, Rhizopus,
Penicillium, Geotrichum sp, por leveduras de Tulopis sp e Candida sp e
bactérias como Pseudomonas sp, Achromobacter sp., Staphylococcus
sp., etc. Do ponto de vista econdmico e industrial, 0s microrganismos
sdo preferiveis do que as lipases de fontes animais e plantas, devido ao
alto custo do seu isolamento. Entre as lipases, as de Humicola
lanuginosa, Rhizopus delemar, Geotrichum candidum, Mucor miehei,
Pseudomonas glumae, Candida rugosa (anteriormente denominada
Candida cylindracea), Candida antarctica, Chromobacterium viscosum,
lipase pancredtica de cavalo, lipase pancredtica humana e lipase
pancredtica bovina tém sua estrutura determinada (Dalla Vechia et al.,
2004).

Em contraste com as esterases, que apresentam atividade de
Michaelis- Menten normal, ou seja, a atividade da esterase aumenta
conforme a concentragdo do substrato [S] aumenta, até um limite por
saturacdo, as lipases ndo apresentam atividade enquanto seus substratos
estdo presentes na solu¢do em estado monomérico. Contudo, quando a
concentragdo do substrato estd proxima ou ultrapassa o seu limite de
solubilidade, ocorre um rapido aumento na atividade da lipase. A razdo
pela qual uma lipase ndo hidrolisa substratos que estejam abaixo de uma
concentra¢cdo minima (a concentra¢do micelar critica, CMC), porém
somente em concentracio acima desta, é chamada de ativagdo
interfacial. O mecanismo de ativacdo interfacial estd associado a
mudancas conformacionais na enzima (Costa et al., 1999).

A massa molecular destas enzimas varia de 20-75 kDa. Seu ponto
isoelétrico varia em uma faixa de 3,6 e 7,6, sendo majoritariamente
dcidas, com pl entre 4 e 5. O sitio catalitico é formado pela triade
catalitica Ser-His-Asp/ Glu, que se repete em todas as estruturas e é
freqiientemente protegido na molécula por uma “tampa” hidrofébica ou
“lid” que ao interagir com a interface lipideo/dgua sofre uma mudanca
conformacional, expondo o sitio ativo. A presenca da “tampa” na
estrutura da enzima e a propriedade de ativacdo interfacial passaram a
ser fatores determinantes para a caracterizacdo de lipases (Cygler e
Schrag, 1999).

Estudos de raio-X realizados com a lipase da Candida antarctica
revelaram a existéncia de uma “tampa” similar recobrindo a triade
catalitica Ser-His-Asp. Mais recentemente, entretanto, observou-se que a
presenca da “tampa” ndo estd necessariamente correlacionada com a
ativacfo interfacial, sendo que as lipases de Pseudomonas aeruginosa,
Burkholderia glumae e Candida antarctica B, que apresentam a
“tampa” em suas estruturas, ndo sofrem ativacdo interfacial. Por outro



48
Capitulo 2 — Revisdo Bibliogrdfica

lado, as cutinases, enzimas consideradas lipases ‘“verdadeiras”, néo
apresentam a ‘“tampa” e ndo precisam da interface para exercer a
atividade hidrolitica (Yahia et al., 1998).

Figura 2. 6 - Diagrama de “fita” da lipase Candida rugosa (CRL), com
condigdo aberta e fechada da sobreposicdo do “lid” (Cygler e Schrag, 1999).

Na Figura 2.6 a composi¢do central na forma 3 € azul brilhante e
a menor forma § que possui a terminacdo N é azul escuro. As hélices as
quais revestem em sentido oposto a forma [ central sdo verde escuro. A
conformacdo do “lid” fechada é amarelo e a aberta é vermelho. Os
residuos formados da triade catalitica sdo mostrados em vermelho (ndo

helicoidal).

2.6.3 Parametros que influenciam a atividade da enzima

Quando um biocatalisador ou uma preparacdo enzimatica é
selecionada para determinada reacéo, o tipo de solvente, a quantidade de
dgua e a solubilidade dos substratos e produtos devem ser avaliadas e
otimizadas (Dalla Vechia et al., 2004).

A dgua é, talvez, o componente mais importante quando o
biocatalisador € utilizado em meio orginico. Estd bem documentado na
literatura que uma quantidade minima de dgua, que é dependente do tipo
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de solvente e das caracteristicas do suporte utilizado, é absolutamente
necessdria para a solvatacdo da enzima ou dos substratos e produtos.
Entretanto, o excesso de dgua pode favorecer a reacdo de hidrdlise e ndo
a de sintese. As enzimas necessitam de uma pequena quantidade de dgua
para reter a sua conformacao tridimensional ativa, mesmo quando estdo
ligadas covalentemente a um suporte. A dgua contribui ainda para a
integridade estrutural, polaridade do sitio ativo e estabilidade da
proteina, e pode também limitar a solubilidade de substratos
hidrofébicos em torno da enzima (Dalla Vechia et al., 2004).

O teor de dgua presente no catalisador é mais importante para
manter a atividade catalitica do que a quantidade total contida no
sistema. Alguns trabalhos como os de Nelson et al. (1996), Almeida et
al. (1998), Knez e Habulin (2002), Knez et al. (1998), Noureddini et al.
(2005), Mesiano et al. (1999), Mateo et al. (2007), entre outros, t€m
mostrado o efeito da atividade da dgua em reagdes catalisadas por
lipases.

A influéncia da natureza do solvente tem sido interpretada em
termos de vdrios fendmenos, tais como a mudanga na rigidez da enzima
causada por solventes com alta constante dielétrica e interacdes iOnicas
na proteina. O solvente pode estabilizar as cargas no estado de transi¢éo
através da modificacdo da polaridade do sitio ativo, bem como a
variacdo da energia livre total, que estdo associadas com diferentes
energias de solvatacdo do solvente. Na literatura, nido existe um
consenso claro com relacio a escolha do pardmetro para descrever
quantitativamente o efeito do solvente em reacdes catalisadas por
enzimas. Porém, o pardmetro mais freqiientemente utilizado € o log Py,
definido como o logaritmo do coeficiente de parti¢do do solvente no
sistema octanol/dgua (Dalla Vechia et al., 2004).

Os solventes que possuem log P, < 2 sdo denominados
hidrofilicos e néo sdo considerados adequados para a biocétalise, porque
perturbam fortemente a interacdo dgua-biocatalisador, inativando-o ou
desnaturando-o. Os solventes que possuem log P, superior a 4 sio
denominados hidrofébicos e ndo perturbam a camada de dgua, mantendo
o biocatalisador no seu estado ativo. Pardmetros como constante
dielétrica (), polarizabilidade, bem como o pardmetro de solubilidade
de Hildebrand (8) e o de solubilidade tridimensional — uma derivacio do
pardmetro de Hildebrand — t€m sido propostos para avaliar a influéncia
do solvente nas reacdes catalisadas por enzimas imobilizadas ou nio
(Dalla Vechia et al., 2004).
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2.7 Técnicas de producao de biodiesel

Na atualidade, o biodiesel € produzido mundialmente em larga
escala através da transesterificacdo de Oleos vegetais empregando
catalisadores quimicos homogéneos (4cidos e bases). Porém, as
exigéncias de remogdo do catalisador e a quantidade excessiva de
energia empregada s@o as principais desvantagens de tal processo
quimico (Mamuro et al., 2001).

Dentre os processos para producdo de biodiesel, trés deles tém
sido mais intensamente investigados na tentativa de superar tais
desvantagens e permitir a utilizacdo de d6leos vegetais como matéria-
prima: a pirdlise, a micro emulsificacdo e a transesterificacdo enzimética
e supercritica (Fukuda ez al., 2001).

2.7.1 Pirélise

A pirdlise ocorre pela mudanca quimica causada pela aplicagdo
de energia térmica na presenca de ar ou nitrogénio. Muitos
investigadores estudaram a pirdlise de triglicerideos com a finalidade de
obter combustiveis satisfatorios para os motores diesel. A decomposic¢io
térmica dos triglicerideos produz combinagdes de vdrias classes,
incluindo alcanos, alquenos, alcadienos e dcidos carboxilicos. Diferentes
tipos de Odleos vegetais conduzem a diferencas significativas em
composicdo, quando estes sdo submetidos ao tratamento térmico
(Fukuda et al., 2001).

Os produtos da pirélise possuem baixa viscosidade e um alto
nimero de cetano comparados aos Oleos vegetais puros. Porém,
enquanto Odleos vegetais que sofrem pirdlise possuem quantidades
aceitaveis de enxofre e dgua, eles sdo inaceitdveis em termos de cinza,
residuos de carbono e ponto de névoa. Embora os produtos formados
sejam quimicamente semelhantes aos derivados de petréleo, cabe
salientar o dificil controle da composicio do produto final obtido. E
provével que os mecanismos de decomposicao térmica dos triglicerideos
sejam complexos por causa das muitas estruturas e multiplicidade de
possiveis reagdes que podem ocorrer com os triglicerideos neste
processo (Ma e Hanna, 1999).
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2.7.2 Micro emulsificacdo

O uso de micro emulsdoes com solventes como metanol, etanol e
1-butanol ¢ utilizado como meio de resolver o problema de viscosidade
alta dos dleos vegetais. As micro emulsdes sdo isotropicas, claras ou
transldcidas, dispersdes termodinamicamente estidveis de O6leo, um
surfactante e freqiientemente uma molécula anfifilica pequena, chamada
de cosurfactante (Fukuda et al., 2001).

Combustiveis a base de micro emulsdes as vezes sdo também
conhecidos pelo termo “combustiveis hibridos” (Knothe et al., 2002).
As micro emulsdes podem ser classificadas como ndo-i6nicas ou
i6nicas, dependendo do surfactante presente (Knothe et al., 2002). O uso
de micro emulsdes tem a desvantagem de levar a formacdo de depdsitos
de carbono.

2.7.3 Aspectos gerais sobre a transesterificacdo de oleos vegetais

O surgimento da transesterificacdo pode ser datado de 1846,
quando Rochieder descreveu a producdo de glicerol pela etandlise de
6leo de mamona. Desde aquele momento, o processo de alcodlise tem
sido largamente estudado (Demirbas, 2003).

Quimicamente, transesterificacdo € a reacdo que ocorre entre um
dlcool e um triglicerideo. Em geral, esta reacdo € realizada na presencga
de catalisador para promover e/ou acelerar a reagdo e, como resultado,
obtém-se a glicerina e uma mistura de ésteres etilicos (biodiesel)
(Demirbas, 2002).

Um esquema geral da reacdo de transesterificacdo é apresentado
na Figura 2.7.

|H H

H_C_ OOR H— (|3—OH +  FDOCH;
| |

H— C— 0OCR; + 3 CH;OH . H— C—0OH + FeO0CH,
| — |

H— C— OOR; H__ C__CH + Fy00CH;
| |
H H

Figura 2. 7 - Esquema geral da reacdo de transesterifica¢do.
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Acredita-se que trés sucessivas e reversiveis reacdes acontecam.
O primeiro passo € a conversdo de um triglicerideo a um diglicerideo,
seguido pela conversio de um diglicerideo a monoglicerideo e de
monoglicerideo para glicerol, gerando uma molécula de éster de cada
glicerideo a cada fase da reacdo (Srivastava e Prasad, 2000), conforme
representado na Figura 2.8.

Triglic eriden + ROH 4——— [Diglicetideas  + RCOOR
Digliceriden + ROH : . monogliceriden + RCOOR
Monogliceriden + ROH g Gliceral + RCOOR

Figura 2. 8 - Representagfo das etapas da reacdo de transesterificacdo de dleos
vegetais.

Os ésteres formados sdo relativos a conformacdo da cadeia do
triglicerideo. Por exemplo, uma trioleina podera formar uma dioleina,
uma monoolefna ou etil oleato. Os triglicerideos possuem cadeia de
dcidos graxos de 8 a 20 dtomos de carbono.

Alguns parimetros sdo de fundamental importincia na reagdo de
transesterificaco, entre eles destacam-se:

- o teor de 4dcidos graxos livres nos dleos € fator importante na
reacdo catalisada por bases (por exemplo, NaOH). O conteido de dgua
dos reagentes deve ser muito baixo, pois pode alterar a rota da reacdo
(hidrélise), o que aumentaria a viscosidade final do produto,
dificultando o processo de separacao.

- o efeito da relagdo molar entre os reagentes estd associado ao
tipo de catalisador e ao tipo de dleo que é empregado na reacdo. Na
catdlise alcalina, utilizando 6leo de soja e butanol, por exemplo, é
requerida uma relagdo de 6leo/etanol de 1:6, enquanto para atingir a
mesma conversdo com catalisador acido, necessita-se de uma razao
molar 6leo:etanol de 1:30 (Fukuda et al., 2001).

- o tempo é outro pardmetro importante e que, em geral, tem
efeito positivo sobre a conversdo da reagdo. As reacdes sdo rapidas se a
dispersdo € boa e atingem conversdes superiores a 95% em cerca de 30
minutos quando catalisadas por dlcalis (Oliveira et al., 2005a).

- o efeito da temperatura é varidvel em funcio do tipo de 6leo e
do catalisador empregado, situando, em geral, o valor 6timo préximo a
temperatura normal de ebulicdo do dlcool, no caso das reacdes
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catalisadas por dcidos e bases.

Cabe ainda salientar que a transesterificagdo por catélise bdsica,
utilizando reagentes como hidréxido de sédio, é mais eficiente em
relacdio a catdlise dcida devido ao tempo bastante reduzido de reagfo.

Neste sentido, alguns estudos sdo encontrados na literatura a
respeito dos fatores que influenciam a reagdo de producdo de ésteres
etilicos, utilizando NaOH como catalisador, dentre eles pode-se citar a
investigacdo de Oliveira et al. (2005a), tendo encontrado conversio de
até 96,2% para 6leo de mamona. No emprego deste 6leo, os pardmetros
otimizados foram: temperatura de 70°C, 0,5% (m/m) de catalisador e
razdo molar 6leo:etanol de 1:3. J4 para o emprego de 6leo de soja nas
reacOes de produgdo alcalina de ésteres, os mesmos autores reportam
conversdo de 94,1%, nas condi¢des de temperatura de 70°C, 0,5%
(m/m) de catalisador e razdo molar 6leo:etanol de 1:9.

O processo global de transesterificacdo catalitica contempla a
recuperacdo do reagente, a purificacdo dos ésteres e a separacdo do
glicerol e do catalisador a partir do produto final, sendo tais etapas
dispendiosas e onerosas. Assim, os processos cataliticos homogéneos
implicam em elevado custo de producdo e emprego de grande
quantidade de solventes, sendo o principal desafio a separacdo do
catalisador e dos produtos finais da reacdo (Madras et al., 2004).

Visando superar os inconvenientes da transesterificacdo via
catdlise alcalina e dcida, Kusdiana e Saka (2001) propuseram a producio
de biodiesel a partir da transesterificacdo nao-catalitica de dleos vegetais
com metanol supercritico. Os autores verificaram que a conversido da
reacdo € praticamente completa, com tempos de residéncia bastante
curtos. Comparado com os processos cataliticos, a purificagdo dos
produtos aparenta simplicidade e é ambientalmente correta. Entretanto, a
reacdo requer temperaturas na faixa de 350-400°C e pressoes de 45-65
MPa, que ndo s@o atualmente vidveis no contexto industrial. Além disso,
tais temperaturas e pressoes elevadas conduzem a elevados custos
iniciais de fabricacdo, processamento e de energia (Silva et al., 2007).

2.8 Producio de biodiesel utilizando enzimas como catalisadores

Enzimas sdo geralmente biocatalisadores efetivos por apresentar
especificidade ao substrato, grupo funcional especifico e estéreo
especificidade em meio aquoso (Mamuro et al., 2001). A utilizacdo de
lipases imobilizadas como catalisadores para producdo de biodiesel
apresenta grande potencial comparado com o uso de catalisadores
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alcalinos e 4cidos, tendo em vista que a operacdo necessdria para a
separagdo do glicerol e do catalisador é bastante facilitada (Du et al.,
2004). A acdo de lipases sobre ligacdes ésteres tem sido muito estudada
com o intuito de explorar as vantagens deste biocatalisador na
modificacdo de 6leos e gorduras. Neste sentido, verifica-se que alguns
parAmetros influenciam significativamente as reacdes catalisadas por
lipases.

Noureddini er al. (2005) realizaram estudos sobre o efeito da
imobiliza¢do de lipases na transesterificacdo de dleo de soja e o uso de
metanol e etanol como solventes em diversas concentra¢des. Nove cepas
de lipases foram inicialmente testadas e a de Pseudomonas cepacia
conduziu ao melhor resultado de conversdo em ésteres. As condicdes
Otimas para a reacdo com 6leo de soja foram: 35°C, 1:7,5 razdo molar
6leo/metanol, 0,5 g de 4gua e 0,475 g de lipase nas reacdes com metanol
e 35°C, 1:15,2 razao molar 6leo/etanol, 0,3 g de dgua, 0,475 g de lipase
para as reacdes com etanol. O nimero de ciclos de utilizagdo da lipase
imobilizada selecionada foi avaliado e os autores observaram que a
lipase imobilizada demonstrou grande estabilidade e pouca perda de
atividade quando sujeita a até 12 reciclos.

Shimada et al. (2002) apresentaram uma revisdo apontando para a
dificuldade de reutilizacdo de enzimas na transesterificacio e
observaram que um excesso de metanol inativa irreversivelmente a
lipase. Os autores avaliaram a rea¢do de metandlise realizada pela lipase
de Candida antarctica imobilizada, e Oleos residuais (normalmente
Oleos de fritura) em batelada de duas etapas, com variacdo das
propor¢des de enzima e metanol, obtendo conversdes superiores a 90%
em biodiesel.

Watanabe et al. (2001) utilizaram a lipase de Candida antarctica
imobilizada na transesterificacdo de 6leos residuais numa coluna com
propor¢des variadas de metanol e observaram que a atividade da enzima
permanecia a mesma durante 100 dias de reacdo sem diminuir sua
atividade.

Virios estudos sobre o tipo de dlcool e as diferentes
concentragdes testadas em reacdes catalisadas por lipases podem ser
encontrados na literatura. Nelson et al. (1996) realizaram a catélise
enzimatica empregando diversos O6leos vegetais, dlcoois e também
diferentes espécies de lipases. A lipase de Mucor miehei foi a mais
eficiente para converter triglicerideos em ésteres utilizando dlcool
primadrio, considerando que a lipase de C. antarctica foi a mais eficiente
utilizando 4lcool secundario. Conversdes maximas de 94,8 — 98,5%
foram obtidas para as reagdes com dlcoois primdrios, como metanol,
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etanol, propanol, butanol e isobutanol e também 2-butanol, empregando
n-hexano como solvente. Os autores observaram que os rendimentos
com metanol e etanol diminuiram na auséncia de solvente: quando
comparado ao obtido com n-hexano, o rendimento com metanol foi da
ordem de 20%.

Entre os diversos estudos que relatam a influéncia do élcool, o de
Abigor et al. (2000) descreve as conversdes de ésteres obtidas a partir de
6leo de palma e 6leo de coco usando a lipase de P. cepacia, obtendo
72% de conversdao fazendo uso de etanol e 15% de conversdo com
metanol. Ao contrdrio, Nelson et al. (1996) relatam que a eficiéncia da
reacdo de transesterificacdo é muito menor quando se utiliza 0 metanol
comparado ao etanol, nos sistemas com ou sem o emprego de solvente.

No estudo de Noureddini et al. (2005), citado anteriormente, 0s
autores reportam que uma quantidade de dlcool em excesso causa
inibi¢@o por substrato na reagc@o, diminuindo os niveis de conversdo. As
melhores quantidades adicionadas, em razdo molar 6leo:etanol, foram de
1:15,25, atingindo niveis de concentracdo de ésteres de 65%. Para a
razdo molar 6leo:metanol, a melhor relagdo foi de 1:7,5, quando se
atingiram niveis de concentragdo de ésteres de 67%.

A respeito do uso de solventes em reacdes de transesterificagdo
enzimdtica, alguns trabalhos s@o encontrados na literatura. A atividade
enzimdtica depende do tipo de fluido utilizado, provavelmente como
resultado de diferentes interacdes proteina-solvente. As interacdes
proteina-meio pressurizado que podem afetar a atividade enzimatica
incluem a particio do substrato, produto e dgua entre a enzima e o
solvente, e intera¢des diretas entre o fluido e a enzima, as quais podem
inibir ou inativar a enzima por quebra das ligacdes de hidrogénio e
i6nicas. Os solventes menos nocivos as enzimas sdo aqueles mais
hidrofébicos, pois interagem menos com a dgua necessdria para o
funcionamento da enzima. Solventes hidrofilicos, ou seja, solventes que
contém maior quantidade de grupos polares ou centros capazes de
formar pontes de hidrogénio, tendem a retirar a dgua essencial das
proximidades da enzima, acarretando a perda da atividade enzimatica
(Knez e Habulin, 2001).

Os critérios para determinacdo da hidrofobicidade de um solvente
estdo, no entanto, sujeitos a controvérsias. Illanes (1994) aponta como
um dos indicadores de hidrofobicidade a constante dielétrica que é
responsdvel pelas interagdes especificas entre a enzima e o solvente.
Admite-se que a diminui¢cdo da constante dielétrica do solvente permite
o aumento das interacdes eletrostaticas entre os residuos ionizaveis da
molécula de enzima, o que pode causar uma reducdo da flexibilidade
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interna da proteina. Considerando que a mobilidade molecular &
essencial para a atividade catalitica da enzima, uma redug¢do na sua
flexibilidade é normalmente acompanhada por uma diminuicdo da
atividade enzimdtica. A modificacdo do valor da constante dielétrica
também altera o valor de pKa dos residuos ionizdveis da superficie da
proteina. Se essa modificacdo ocorrer no sitio ativo ou préximo a ele,
pode haver a alteracdo da ligacdo e/ou da conversdo dos substratos e,
quando a mudanca na constante dielétrica é drdstica, a estrutura
tridimensional da enzima pode ser afetada (Monot, 1994).

Um estudo comparativo a respeito da utilizacdo ou ndo de
solventes foi realizado por Dossat et al. (2002) utilizando um sistema
contendo o solvente n-hexano e um sistema sem solvente. Os autores
utilizaram o6leo de girassol como substrato e lipase imobilizada
(Lipozyme IM) como catalisador. O meio reacional sem solvente foi
caracterizado por uma conversdo de 60% em éster do 4cido oleico,
enquanto 95% de conversiao foi obtida na presenca de solvente.

A producgdo de ésteres etilicos a partir de 6leo de mamona e de
soja usando n-hexano como solvente e duas lipases comerciais
(Novozym 435 e Lipozyme IM) foi realizado por Oliveira et al. (2004,
2005b). Diversos trabalhos descrevem a producdo de ésteres por via
enzimdtica utilizando lipases como catalisadores, e em todos os casos
conversodes satisfatorias foram observadas quando da utilizagdo de uma
razdo madssica de solvente:substrato em torno de 40:1. Esta elevada
relacdo é, sem divida, uma das principais desvantagens do uso de
enzimas como catalisadores da transesterificacdo de 6leos vegetais em
solventes orgénicos. Relacdes inferiores a apresentada ou mesmo a
auséncia de solvente tém se mostrado inadequadas a reacdo de
transesterificacdo enzimdtica, possivelmente, dado a significativa
resisténcia a transferéncia de massa (Dalla Rosa et al., 2009).

O uso de fluidos que se comportem como gases em condicdes
ambientes, nas reacdes de transesterificacdo enzimdtica pode se
constituir em alternativa para este inconveniente. Os fluidos
pressurizados possuem diversas vantagens sobre os solventes liquidos,
como a alta difusividade, que pode acelerar a transferéncia de massa em
reacOes enzimaticas.

2.9 Produciao de biodiesel em fluidos pressurizados

A aplicacdo de solventes em condicdes supercriticas ou préximas
ao seu ponto critico € baseada na observacdo experimental da
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caracteristica que muitos gases apresentam de melhorar
significativamente o seu poder de solubilizagdo quando submetidos a
altas pressoes (McHugh e Krukonis, 1994).

Nestas condicdes, passa-se diretamente do estado gasoso a um
estado denominado supercritico, onde as propriedades do fluido sdo
intermedidrias entre as dos estados liquido e as do gasoso. No caso do
CO,, o ponto critico é alcancado sobre a curva liquido-gés a temperatura
de 31,3 °C e pressdo aproximada de 73 bar.

A combinacio das propriedades das fases liquida e vapor (Tabela
2.4), pode ser extremamente vantajosa para a utilizacdo dos fluidos
supercriticos (FSC) como solventes. O FSC nas vizinhancas do ponto
critico possui densidade proxima a do liquido (o que fortalece as suas
propriedades de solvente). Por outro lado, a viscosidade, a difusividade
e a tensdo superficial apresentam valores préximos aos do estado
gasoso, o0 que torna as propriedades de transporte bastante favordveis ao
processo. Todas estas propriedades singulares fazem dos FSC um meio
bastante interessante para reagdes quimicas. Tais propriedades de
transporte, semelhantes a dos gases, facilitam as taxas de transferéncia
de massa entre reagentes e catalisadores. Em reacdes limitadas pela
difusdo, a cinética, em geral, serd mais favorecida em fluidos
supercriticos do que em solventes liquidos convencionais (Messiano et
al., 1999).

Tabela 2. 4 - Propriedades fisicas e de transporte associadas a diferentes
estados do fluido.

Propriedades Liquido Supercritico Gas
3
Densidade (g/cm ) 1 0,2-0,9 0,001
Viscosidade (cp) 05-1 0,05 -0,1 0,01
2 -5 3 -1
Difusividade (cm /s) 10 10 10

Outra vantagem adicional do uso de FSC como meio para reagdes
quimicas é que suas propriedades sdo sensiveis a variacdes de pressio e
temperatura préximo ao ponto critico. Segundo McHugh e Krukonis
(1994), o poder solvente dos fluidos supercriticos estd relacionado
principalmente & sua densidade.

O uso de fluidos comprimidos como solventes para reagdes de
catdlise enzimdtica, investigados primeiramente por Randolph et al.
(1985), Hammond et al. (1985) e Nakamura et al. (1985), € uma 4area de
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pesquisa muito fértil que teve grande destaque na década de 80.

Segundo Dordick (1989) e Klibanov (1997), os fluidos
supercriticos s30 meios atrativos para executar e para controlar reacdes
de biocatélise. O que motivou a realizacio destes trabalhos foi o fato de
que uma enzima em um solvente ndo aquoso pode possuir interacdes
solvente/enzima similares aquelas de seu meio nativo, e, entdo, mostrar
atividade maior quando comparada a dgua pura. Os substratos podem
também ser mais soldveis em um solvente ndao aquoso, fazendo com que
as taxas de rea¢do sejam maiores neste tipo de solvente.

Desta forma, a substituicdo de um solvente organico, tal como o
n-hexano, por um fluido supercritico em rea¢des enzimdticas, poderd
resultar em maiores taxas de transferéncia de massa devido as
propriedades de transporte favordveis. Além das vantagens ja citadas, é
possivel um controle mais apurado das varidveis que conduzem a
reagdo. Um beneficio adicional do emprego de fluidos supercriticos na
catdlise enzimdtica é a presenca de um meio adequado a recuperacio
dos produtos e reagentes (Oliveira e Oliveira, 2000, 2001).

Dentre os diversos fluidos supercriticos, o diéxido de carbono
tem sido apontado como o mais adequado, pois as escalas de
temperatura usadas no emprego deste solvente sdo compativeis com o
uso das enzimas como catalisadores. Além disso, ele € o solvente mais
aceito para aplicagdes industriais, uma vez que oferece algumas
vantagens sobre os solventes orgénicos, quais sejam: atoxicidade, ndo
inflamabilidade, baixo custo, facilidade de recuperacdo do produto,
reduzida resisténcia a transferéncia de massa e elevadas taxas de
reacoes.

Muitas reacdes t€m sido estudadas nesta drea, incluindo a
oxidacdo de fendis pela polifenol oxidase (Hammond et al., 1985) e a
conversdo de p-nitrofenilfosfato e p-nitrofenol por uma fosfatase
alcalina (Randolph et al., 1988). Dentre os estudos encontrados na
literatura sobre o uso de diéxido de carbono como solvente, verifica-se o
de Knez e Habulin (2001), que investigaram a estabilidade de diversas
lipases, entre elas as de Pseudomonas fluorescens, Rhizopus javanicus,
Rhizopus niveus, porcine pancreas e de Candida rugosa frente ao
diéxido de carbono supercritico e propano pressurizado, expostos a 300
bar e 40°C por 24 horas. Neste mesmo estudo, os autores submeteram a
enzima de Candida rugosa a reagao de esterificagdo do dcido n-butirico
em CO, supercritico, propano e sem solvente. Verificou-se que as taxas
iniciais de reacdo dependem fortemente da escolha do solvente a ser
utilizado. Ocorreu uma diferenca significativa entre a atividade da lipase
em CO, supercritico e em propano, sendo que em CO, a atividade das
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lipases diminuiu notadamente.

A alcodlise de dleos vegetais em CO, supercritico a partir do dleo
de milho e a utilizagdo do glicerol (subproduto da reacdo) para a
obten¢do de mono- e diglicerideos foi relatada por King et al. (1995).

Taxas de reagdo em CO, supercritico e em solvente orginico t€m
sido comparadas por alguns autores (Marty et al., 1990; Kamat et al.,
1992; Pasta et al., 1989). No caso de reagdes de alcodlise de 6leos
vegetais em solventes organicos, poucos resultados sdo encontrados na
literatura, dentre eles cita-se o de Oliveira e Oliveira (2001), que
comparam os resultados obtidos pela alcodlise de 6leo de palma em
diéxido de carbono supercritico e n-hexano, fazendo uso de duas
enzimas comerciais, obtendo conversdoes de 77,5% com a enzima
Lipozyme IM e 58,3% com a enzima Novozym 435 para o sistema
contendo n-hexano numa razdo madssica de solvente/substrato de 40:1.
Os resultados obtidos neste estudo para as reacdes utilizando diéxido de
carbono supercritico foram de até 26,4% de conversdo utilizando a
enzima Lipozyme IM e até 63,2% de conversdo utilizando a enzima
Novozym 435 para o sistema contendo diéxido de carbono numa razio
madssica de solvente/substrato de 2:1.

Em um outro estudo, Oliveira e Oliveira (2000) otimizaram as
condi¢des de producdo de ésteres de 6leo de palma e obtiveram
conversdes de 100% para as reacOes catalisadas pela Novozym 435 e
conversdes de 31% com a enzima Lipozyme IM.

Das reagdes que fazem uso do didxido de carbono como solvente,
pode-se apontar que uma limitacdo de tal técnica reside na ndo-
polaridade deste e sua caracteristica hidrofilica. Desta forma, para
reacOes que utilizam 6leos vegetais como substrato, torna-se interessante
o emprego de solventes que tenham em suas propriedades a capacidade
de dissolver compostos hidrofébicos, como é o caso do propano.

Acerca das reagdes de biocatdlise supercritica, alguns estudos
prévios vém a corroborar para o desenvolvimento destas reagdes, e
estes, quando antecedem as reacdes, conduzem a uma visdo dos
pardmetros que envolvem tais reacdes e quais as faixas que merecem ser
investigadas.

Em se tratando de biodiesel, o comportamento de fases a alta
pressdo de Oleos vegetais em solventes pressurizados é um aspecto
importante. Lanza (2004) investigou o comportamento de fases a alta
pressdo do 6leo de soja em solventes pressurizados, como propano e
diéxido de carbono. Os resultados obtidos mostraram que o tipo de
equilibrio observado depende do sistema e que para o sistema 6leo de
soja - propano foi identificada uma ampla regidio em composi¢do
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contendo uma tnica fase, com pressdes de transi¢do inferiores a 40bar
em toda a faixa composicional, indicando um meio propicio para as
reacdes de transesterificacdo enzimdatica. Por outro lado, o estudo do
sistema diéxido de carbono-dleo de soja revelou a existéncia de elevadas
pressdes de transi¢do de fase, segundo Ndiaye et al. (2006a), conforme
apresentado na Figura 2.9.
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Figura 2. 9 - Diagrama P-T para o sistema diéxido de carbono-6leo de soja para
diferentes fracdes mdssicas (w) de diéxido de carbono (Ndiaye et al., 2006a).

Na Figura 2.10 é apresentado o diagrama pressdo — composi¢ao
para o sistema propano-6leo de soja. Cabe observar que as pressdes de
transi¢do apresentadas s@o relativamente baixas, variando de 4 a cerca
de 40 bar (Ndiaye et al., 2006b).

Além do estudo do equilibrio de fases dos sistemas a serem
investigados para alcodlise em fluidos pressurizados, ¢ também de
fundamental importincia avaliar a atividade enzimatica de lipases em
fluidos pressurizados. Feihrmann et al. (2006) investigaram a influéncia
de varidveis operacionais sobre a atividade de lipases imobilizadas -
Lipozyme IM e Novozym 435 - empregando distintos solventes
pressurizados. Estes autores observaram que a enzima Novozym 435
demonstrou grande potencial para catalisar reacdes de modificacdo de
6leos vegetais em meio pressurizado, pois foi a tGnica a exibir ganho de
atividade em dois solventes, (propano e n-butano) ao passo que com a
lipase Lipozyme IM, a perda de atividade foi observada nos trés
solventes — diéxido de carbono, propano e n-butano. A titulo de
exemplificacdo, apresenta-se a Figura 2.11, que reproduz os resultados
encontrados por Feirhrmann et al. (2006) sobre a atividade da Novozym
435 em uma ampla faixa de pressdo, temperatura, tempo de exposicdo



61
Capitulo 2 — RevisdoBibliogrdfica

ao fluido pressurizado e taxa de descompressido do mesmo.
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Figura 2. 10 - Diagrama P-T para o sistema propano-6leo de soja
(Ndiaye et al., 2006b).
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Figura 2. 11 - Mudancga na atividade enzimdtica da lipase Novozym 435 em
propano, n-butano e em diéxido de carbono pressurizados
(Feihrmann et al., 2006).

Quando da utilizagdo dos solventes pressurizados, os autores
concluiram que o diéxido de carbono é o solvente que acarreta maior
perda de atividade enzimdtica, diferentemente do propano e n-butano
que se mostra um solvente potencial para utilizacdo em reacdes
enzimaticas a altas pressoes.
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Corroborando os dados de Feihrmann et al. (2006) e Ndiaye et al.
(2006a, b), apresentam-se os resultados obtidos por Dalla Rosa et al.
(2008) concernentes a producdo de ésteres etilicos utilizando a lipase
comercial Novozym 435, 6leo de soja e propano em modo batelada.
Com relagdo ao estudo da influéncia da temperatura e pressdo, Dalla
Rosa, et al. (2008) verificaram que as melhores conversdes sdo obtidas
na faixa de temperatura entre 50°C e 65°C, conforme dados da Figura
2.12, faixa esta de temperatura relacionada a regido de temperatura na
qual a atividade da Novozym 435 é mixima.
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Figura 2. 12 - Efeito da pressdo e temperatura sobre a cinética da produgéo
enzimdtica de ésteres etilicos de éleo de soja em propano pressurizado
utilizando a lipase Novozym 435. Fragdo madssica de solvente:substrato de 2:1,
razdo molar 6leo:etanol de 1:6 e 5%(m/m) de enzima (Dalla Rosa et al., 2008).

Verificou-se também naquele estudo que a pressdo ndo exerce
influéncia significativa na conversdo e na cinética de reacdo, para as
reagdes realizadas a 50 bar e 150 bar. Conforme Ndiaye et al. (2006), o
sistema 6leo de soja — propano, nas faixas de pressdo e temperatura
investigados, apresenta-se em uma unica fase. Dentro da faixa
experimental daquele trabalho o propano encontra-se como liquido
pressurizado, de forma que a pressdo apresenta pouca influéncia sobre
as propriedades do solvente, por conseguinte sobre a conversdo da
reacao.

Os resultados do estudo de Dalla Rosa et al. (2008) podem ser
visualizados na Figura 2.13 e revelam uma interagdo positiva entre a
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enzima e o meio reacional (solvente:substrato).
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Figura 2. 13 - Avaliagao do efeito de diferentes razdes massicas de
solvente:substrato na producdo enzimatica de ésteres etilicos de soja em
propano pressurizado. Temperatura de 65°C, 50 bar, concentracio de enzima de
5% (m/m) (Dalla Rosa et al., 2008).

Os resultados mostram que baixas conversdes sdo obtidas quando
a relacdo solvente:substrato € baixa e que conversdes elevadas, da
ordem de 90%, sdo atingidas quando o meio reacional dispde de uma
maior quantidade de propano. Conforme atesta a literatura,
possivelmente, as interacdes da enzima com os substratos sejam
facilitadas com o excesso de solvente, ou seja, até certo limite, quanto
maior a quantidade de solvente empregada no sistema, mais facilitado
serd o contato da enzima com o substrato, promovendo o bom
desempenho da enzima no meio reacional. O estudo indica entdo que o
propano favorece o curso da reacdo e que em funcdo das suas
caracteristicas, propicia condi¢des de operacdo mais amenas. Desta
forma, o propano pode ser visto como um solvente potencial para as
reacOes de transesterificacdo de Oleos vegetais catalisadas pela lipase
Novozym 435.

Pode-se salientar ainda que a razdo solvente:substrato comumente
empregada na literatura para se obter bons niveis de conversdao em meio
(solvente/liquido) orginico, é cerca de 40:1, segundo relato de
Mittelbach (1990) e verificados por Dalla Rosa et al. (2009), conforme
Figura 2.14. Cabe ainda mencionar o desempenho superior obtido pelo
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uso da enzima Lipozyme IM, quando comparado a Novozym 435 em
reacOes de alcodlise de 6leo de soja, conforme observados por et. al.
(2009) e reproduzido na Figura 2.14.
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Figura 2. 14 - Conversdo em biodiesel de soja utilizando duas lipases
comerciais variando-se a quantidade de solvente organico.

2.10 Consideracoes a respeito do estado da arte

A literatura aponta que o Brasil possui tradi¢do no cultivo da soja,
além de capacidade de esmagamento e cadeia produtiva bem
estabelecidos. Avalia-se que paralelo ao excedente do 6leo de soja no
mercado, verifica-se a crescente demanda de Odleos vegetais para a
producdo de combustiveis alternativos, devido a necessidade emergente
de implantacdo de unidades produtoras de biodiesel. Diante deste
cendrio, o uso do dleo de soja para a producdo de biodiesel torna-se uma
alternativa interessante no contexto nacional atual.

O emprego de enzimas como catalisadores nas reagdes de
producio de biodiesel apresenta uma série de vantagens em relacdo aos
catalisadores quimicos homogéneos. Vérios pesquisadores relatam o uso
de enzimas aplicadas as reacdes de transesterificacdo em solventes
organicos, processo este desvantajoso no que diz respeito ao uso
excessivo de solvente.

Os fluidos pressurizados possuem vdrias vantagens sobre os
solventes orgédnicos liquidos, como a alta difusividade, que pode
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acelerar a transferéncia de massa em reacdes enzimadticas. A maioria dos
estudos encontrados na literatura referem-se ao emprego de diéxido de
carbono como solvente, que apresenta desvantagens no que se refere a
baixa solubilidade de 6leos vegetais, suas caracteristicas hidrofilicas e a
perda de atividade de lipases imobilizadas. Como alternativa ao uso de
diéxido de carbono, verifica-se, conforme relatado, valores de pressdo
de transicdo de fases muito inferiores para o sistema dleo de soja-
propano e o incremento de atividade da lipase Novozym 435 quando
exposta ao propano. Diante destes aspectos e das caracteristicas
hidrofébicas do propano € que este fluido é apontado como um solvente
de interesse (Dalla Rosa et al., 2008) para as reagdes que fazem uso de
dleos vegetais como substrato e uma lipase comercial como catalisador
em sistema batelada, utilizando condi¢des amenas de operacdo sem
penalizar os valores de conversao reportados.

Diante deste cenario, da caréncia de dados na literatura e da
relevancia cientifica e tecnolégica, nos circulos académico e industrial, é
que se alicerca a proposta deste trabalho, que consiste na construcio de
um sistema e a producdo de biodiesel em modo continuo utilizando
lipases como catalisador em meio pressurizado.



CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais € os métodos
empregados no desenvolvimento das etapas deste trabalho. Apds
exposi¢do das caracteristicas dos materiais utilizados, serdo
apresentados os métodos e equipamentos empregados para a medida da
atividade das enzimas, reacfo a alta pressdo e calculo da conversdo em
ésteres etilicos.

3.1 Materiais

Para a realizacdo das reacdes foi utilizado 6leo de soja refinado
comercial marca SOYA, dlcool etilico Merck (99,9% de pureza), lipase
de Candida antarctica (Novozym 435), imobilizada em resina de éster
metacrilico, a qual atua randomicamente nas 3 posi¢des do triglicerideo,
lipase de Rhizomucor mihei (Lipozyme IM) imobilizada em resina de
troca ibnica, a qual apresenta especificidade nas posi¢cdes 1,3 do
triglicerideo, gentilmente cedidas pela Intecnial S.A., Erechim, Brasil.

Os solventes utilizados foram propano, n-butano e diéxido de
carbono, todos de procedéncia White Martins S.A. (com 99,5% pureza,
fase liquida). As propriedades criticas dos solventes utilizados, diéxido
de carbono, propano e n-butano foram tomadas de Reid et al. (1997).

Para as andlises cromatograficas foram utilizados padrdes do
metil éster do dcido nervonico (C24:1) e o metil éster do acido miristico
(C14) e como padrio interno foi adotado o dcido heptadecanoato de
metila (C17:0), todos de procedéncia Sigma-Aldrich. Para o preparo
das solugdes foi utilizado como solvente n-heptano marca Merck,
(99,9%), cuja pureza segue a Norma Européia EN14103.

3.2 Equipamentos e Metodologia
3.2.1 Determinacdo da atividade enzimadtica de lipases
O procedimento adotado para determinagdo da atividade

enzimdtica das lipases foi aquele descrito por Feirhmann (2006).
Sucintamente, a atividade das enzimas foi quantificada pelo consumo de
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dcido laurico na reacdo de esterificacdo entre o 4cido ldurico e n-
propanol com razdo molar dcido:élcool de 3:1, & temperatura de 60°C,
com a enzima a 5% (m/m) mantida sob agitacdo por 40 minutos. A
reacdo foi iniciada pela adicdo da enzima ao meio reacional em um
reator de vidro aberto de 20 mL, provido de agitacio magnética e
conectado a um banho termostatico (Figura 3.1). Aliquotas de 150 uL,
em triplicata, foram retiradas do meio reacional no tempo zero e apds 40
minutos de reacdo e foram diluidas em 20 mL de acetona-etanol (1:1)
com a finalidade de cessar a reacdo e de extracdo dos dcidos restantes. A
quantidade de 4cido ldurico consumido foi determinada por titulagdo
com NaOH 0,0IN. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima que conduz ao consumo de 1 pwmol de 4cido
laurico por minuto nas condi¢des experimentais descritas.

Figura 3. 1 - Equipamento utilizado para medida de atividade enzimaética.
A seguinte equacdo foi empregada para o cdlculo da atividade das
lipases:

Atividade (U/g) =[(VO NaOH) — (V40 NaOH)]x N x 103
tx ma (IIL.1)

onde:
N = normalidade da solucdo de NaOH;
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VONaOH = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra no tempo zero
(mL);

\as Naon = volume de NaOH gasto na titulagdo da amostra apds 40
minutos de rea¢do (mL);

ma = massa de preparac¢io enzimadtica utilizada na reacdo (g);

t = tempo de reag¢do (min);

1 U =1 umol de 4cido/min.

A atividade das enzimas foi determinada no inicio e ao final das
reacOes em todos os experimentos realizados, com o intuito de
acompanhar as altera¢des da atividade das enzimas testadas quando do
seu emprego na reagdo de transesterificacdo do éleo de soja em propano
pressurizado.

3.2.2 Efeito do niimero de ciclos sobre a atividade da enzima Novozym
435

Em projetos de reatores tubulares empacotados com enzimas,
torna-se relevante avaliar a estabilidade dos mesmos através do
comportamento da atividade da enzima utilizada no leito do reator.
Neste sentido, realizou-se um estudo que consistiu na re-utilizagdo da
enzima através de ciclos de reacdo de transesterifica¢do e de purificacio
do catalisador em reator modo batelada.

O objetivo desta etapa foi verificar o comportamento da atividade
da Novozym 435 apds ser submetida a consecutivos tempos reacionais
(6 horas de reacdo) durante 30 dias, nas condi¢des de pressdo de 50 bar,
temperatura de 65 °C, razdo molar 6leo:etanol de 1:6 e razdo madssica
solvente:substrato de 2:1. Esta condi¢do experimental, bem como a
enzima comercial Novozym 435 foram selecionadas apds ampla
investigacao realizada por Dalla Rosa et al. (2008).

O aparato experimental consiste basicamente de um reator de ago
inox de 300 mL, um cilindro de propano e uma bomba de alta pressido
(ISCO, modelo 500 D). O reator era dotado de agitagdo mecénica e de
uma serpentina interna para controle da temperatura. Tré€s banhos
termostaticos eram acoplados a unidade experimental, um empregado no
sistema de agitacdo do reator, o qual era mantido a 10°C para evitar o
aquecimento de tal sistema. Um segundo banho era conectado a
serpentina interna do reator para controlar a temperatura da reacio,
enquanto que o terceiro banho era acoplado a bomba de seringa para
manter constante a temperatura de alimenta¢do do propano, permitindo
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assim, computar a massa de solvente adicionada ao reator. Vélvulas de
esfera, de agulha e de uma via (check-valves), além de indicadores de
temperatura e de pressdo completavam a unidade experimental.

A Figura 3.2 apresenta um diagrama esquemadtico do aparato
experimental, enquanto que detalhes da unidade experimental a respeito
do sistema de amostragem, serpentina interna do reator para controle da
temperatura, bem como uma vista geral da unidade podem ser
visualizados na Figura 3.3.

cv

AMOSTRAGEM

Figura 3. 2 - Diagrama esquematico do aparato experimental modo batelada:
cilindro de propano, (CV) “check valve”, (BS) bomba de alta pressio, (BR1,
BR2 e BR3) banhos termostaticos, (V1) valvula de seguranga para a bomba,
(V2) vélvula de alimentagdo do reator, (IT) indicador de temperatura, (IP)
indicador de pressdo, (CR) comando do controle de agitagao, (V3) vélvula de
alivio, (V4) vélvula de amostragem.

: R
Figura 3. 3 - Vistas da unidade experimental para transesterificagdo enzimatica
de 6leo de soja em propano pressurizado em modo batelada.
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O procedimento experimental consistia nos seguintes passos:
primeiramente o banho BR1, conectado a bomba de alta pressio (BS),
era acionado na temperatura de 7°C. Ap6s o banho termostatico (BR1)
atingir a temperatura estabelecida, a “check valve” (CV) conectada ao
cilindro de propano era aberta e adicionava-se uma carga deste solvente
na bomba (BS), a fim de que o propano estivesse liquefeito. Este
procedimento demorava em torno de 2 horas. Checavam-se as vélvulas
V1, V2, V3 e V4 para que estivessem fechadas, impedindo a passagem
de gds para a linha. Neste intervalo de tempo, foram realizadas a
determinagdo da atividade enzimdtica da Novozym 435 antes da reagdo,
conforme descrito no item 3.2.1. O banho termostitico BR2 conectado a
serpentina do reator e o banho termostdtico BR3 conectado ao sistema
de agitacdo eram ligados.

As quantidades de enzima, etanol e dleo de soja determinadas
pelo estudo de Dalla Rosa et al. (2008), eram pesadas e adicionadas ao
reator. A enzima era adicionada ao sistema por tltimo e apds sua adigéo
o sistema era imediatamente fechado e pressurizado. A vdlvula V1 era
entdo aberta e a linha era pressurizada na condi¢do de pressdo
estabelecida para o experimento até a valvula V2. Apés atingir a pressao
desejada, anotava-se o volume de propano da bomba, afim de controlar
o volume que era adicionado no reator. A vdlvula V2 era entdo aberta
com vazio constante de 20 mL/min. Apds atingir a pressdo desejada, o
volume de propano adicionado era computado pelo decaimento do
volume de solvente na bomba de seringa. O procedimento para
preencher o reator com solvente e pressurizar o sistema demandava em
média 5 minutos. Quando o sistema de agitacdo (CR) era acionado,
anotava-se o inicio do tempo reacional, quando se promovia a interacio
do solvente com o substrato, propiciando as condi¢des para que a reacio
tivesse inicio. Monitorava-se constantemente o vazdo da bomba (BS), a
pressdo (IP) e a temperatura (IT) do sistema.

Depois de cumprido o tempo estabelecido para amostragem de 6
horas, amostras eram retiradas através da vdlvula V4 e recebidas em
baldes volumétricos de 10 mL e preparadas para andlise cromatografica.
Ao final do tempo de reagdo, o sistema era despressurizado
manualmente através da vélvula de alivio V3. O sistema demandava em
média 1 hora para sua total despressurizacdo. O sistema era aberto e o
vaso do reator desconectado do mesmo. O contetido do reator era
filtrado a vacuo com o auxilio de n-hexano, a fim de lavar e reter a
enzima utilizada na rea¢do. Com uma fra¢do da enzima retida, foi
realizada a determinagcdo da atividade enzimatica final do ciclo e o
restante da enzima foi novamente introduzido no ciclo reacional seguinte.
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3.2.3 Cdlculos preliminares e montagem do aparato experimental de
modo continuo

Determinacao do volume total do reator

Sendo o reator construido a partir de tubos de aco inox 316 L,
com o didmetro externo de % de polegada, calcula-se o volume do reator
através de seu didmetro interno (0,360 cm) e comprimento utilizado
(206,9 cm).

Calculo da porosidade do leito

A porosidade do leito foi determinada de duas formas.
Primeiramente a porosidade foi determinada através da via seca, com a
melhor precisdo possivel e com o didmetro de proveta que mais se
aproxima do didmetro do reator. Determina-se o peso de uma proveta
(m;), entdo uma amostra de enzima € colocada na proveta, anotando-se
novamente o peso da proveta com a enzima (m,) € o volume lido na
proveta (V) ap0s nivelar a superficie superior da mesma.

O procedimento de empacotamento da amostra de sélido na
proveta € o mesmo mencionado para preencher o reator. A densidade do
s6lido é previamente estabelecida dividindo-se uma certa massa de
enzima por um determinado volume.

De posse da densidade do sélido (ps) calcula-se a porosidade do
leito, &, pela seguinte equagdo:

m, —my

g =1-
- VXxps

(I1.2)

Outra metodologia utilizada para determinagdo da porosidade do
leito consistiu em adicionar o cdmputo da porosidade interna da enzima.
Neste caso, a porosidade do leito deve considerar o volume do soluto
(enzimas) que ocupa o leito do reator e o volume de poros da enzima,
como mostra a seguinte equacdo:

V.-V
g =1- % (I11.3)
R
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onde:

Vg = volume ocupado pelas enzimas no leito do reator

Vg = volume do leito do reator

Vp= volume de poros das enzimas que ocupam o leito do reator

Para o célculo do volume ocupado pelas enzimas (Vg) obtiveram-
se as seguintes informacdes: numero de unidades de enzima em
determinada massa (realizado manualmente) ¢ didmetro médio das
particulas da enzima (calculado pela média da observacdo do resultado
de andlise de MEV - Microscopia Eletronica de Varredura).

O volume de poros (Vp) é obtido multiplicando a massa da
amostra de enzima empacotada no leito do reator pelo volume médio
especifico de poros. Neste caso, foram adotados dois diferentes valores
de volume de poros:

Vp; = dado pela ficha técnica do fabricante da enzima (0,5 mL/g).
Vp, = dado pela andlise de BET (adsorcdo de nitrogénio a
temperatura de 373K) realizada em equipamento disponivel no
Laboratério da URI-Campus de Erechim (Quatachome, série Nova
2200e), tendo resultado em 0,3 mL/g. (Apéndice F).
Calculo do tempo de residéncia

O tempo de residéncia adotado no presente trabalho considera a
porosidade do leito multiplicado pelo seu volume e dividido pela vazdo
de alimentacdo de substratos a ser utilizada no processo.

e xV,
r= SLXVR

1.4
q (TIL.4)

3.2.4 Montagem do aparato experimental do reator continuo de leito
empacotado

A unidade experimental utilizada para producio de biodiesel
etilico a partir de 6leo de soja com a enzima Novozym 435 em fluido
pressurizado em modo continuo consiste basicamente de um reator
tubular de aco 316, um cilindro de propano e uma bomba de alta pressido
(ISCO, modelo 500 D) e uma bomba de liquidos (Acuflow Series I1I

N

Pump). Dois banhos termostiticos eram acoplados & unidade



73
Capitulo 4 — Resultados

experimental, um banho era empregado para imersdo do reator para
controlar a temperatura da reagdo, enquanto que o segundo banho era
acoplado a bomba de seringa para manter constante a temperatura de
alimentacdo do propano, permitindo assim, computar a massa de
solvente adicionada ao reator. Vdlvulas de esfera, de agulha e de uma
via (check-valves), além de indicadores de temperatura e de pressdo
completavam a unidade experimental. A Figura 3.4 apresenta um
diagrama esquemadtico do aparato experimental, enquanto que na Figura

3.5, uma vista geral da unidade € apresentada.

AGITADOR
Vi MM MECANICO
cv BL A

SOLVENTE | | T T —_—_—— AMOSTRAGEM
0

BR2

Figura 3. 4 - Diagrama esquemadtico do aparato experimental: cilindro de
propano, (CV) “check valve”, (BS) bomba de alta pressao, (BL) bomba de
liquidos, (BR1 e BR2) banhos termostaticos, (IT) indicador de temperatura, (IP)
indicador de pressdo, (TP) transdutor de pressdo, (MM) micromisturador, (V1)
vélvula de alimentag@do, (V2) vdlvula de amostragem.

O procedimento experimental consistia nas seguintes etapas:
primeiramente o banho BR1, conectado a bomba de alta pressiao (BS),
era acionado na temperatura de 5°C. Ap6s o banho termostatico (BR1)
atingir a temperatura estabelecida, a “check valve” (CV) conectada ao
cilindro de gds era aberta e adicionava-se uma carga deste solvente na
bomba (BS), a fim de que o gés estivesse liquefeito. Este procedimento
durava em torno de 2 horas. Checavam-se as valvulas V1 e V2 para que
estivessem fechadas, impedindo a passagem de gds na linha. O banho
termostatico (BR2) era acionado a temperatura estabelecida para realizar
a reacdo. Os recipientes contendo os substratos eram submetidos a um
banho ultrasénico pelo periodo de 30 minutos afim de eliminar bolhas
de ar e apds conectado a bomba de liquidos (BL). A enzima era
empacotada no leito do reator sob a acdo de um agitador magnético, a
fim de realizar um empacotamento mais eficiente, conforme Rodriguez
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et al. (2005). Realizado o empacotamento, o reator era acoplado ao
sistema reacional e imerso no banho termostatico (BR2).

Figura 3. 5- Vlsta geral do aparato expenmentalde producdo enzimdtica de
biodiesel em propano pressurizado em modo continuo.

Com o aparato pronto para operacdo, iniciava-se o aumento de
pressdo lentamente através da bomba (BS). Depois de estabilizada a
pressdo, anotava-se o volume de gds da bomba. A vélvula V1 era entdo
aberta e a linha e o reator eram pressurizados na condi¢do de pressao
estabelecida para o experimento até a valvula V2. Apds atingir a pressdo
desejada, anotava-se o volume de propano da bomba, afim de controlar
0 volume que havia sido adicionado no reator. Apds atingir a pressao
desejada, o volume de gds adicionado era computado pelo decaimento
do volume de solvente na bomba de seringa. O procedimento para
preencher o reator com solvente e pressurizar o sistema demandava em
média 20 minutos. A védlvula V2 era entdo aberta permanentemente
com vazdo estabelecida. Apés estabilizada esta vazdo, acionava-se a
bomba de liquidos que captava e misturava o 6leo e etanol nas
proporg¢des pré estabelecidas.

Quando a bomba de liquidos era acionada, anotava-se o inicio do
tempo reacional, quando se promovia a interacdo do solvente com o
substrato, propiciando as condi¢des para que a reagdo tivesse inicio.
Monitorava-se constantemente a vazdo da bomba (BS), a pressao (IP) e
a temperatura (IT) do sistema.

Depois de cumprido o tempo estabelecido para amostragem, as
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amostras eram retiradas através da védlvula V2 e recebidas em
recipientes apropriados e preparadas para andlise cromatografica. Ao
final do tempo de reagdo, o sistema era despressurizado manualmente
através da vélvula V2, o que demandava em média 30 minutos para total
despressurizacdo. O sistema era aberto e o reator desconectado do
mesmo. O conteddo do reator era filtrado a vidcuo com o auxilio de n-
hexano, a fim de lavar e reter a enzima utilizada na reagdo. Com uma
fracdo da enzima retida, foi realizada a determinacdo da atividade
enzimatica final.

3.2.5 Selecdo da condigdo experimental para testes preliminares e
checagem do reator

Inicialmente alguns testes preliminares com o diéxido de
carbono, propano e n-butano foram realizados a fim de identificar o
solvente e as condi¢des de vazdo mais apropriadas para a condugdo das
reacOes de transesterificagdo em leito empacotado.

Para determinar as condi¢des deste estudo, alguns trabalhos da
literatura foram considerados. Oliveira e Oliveira (2001) realizaram a
alcodlise do oleo de dendé em didéxido de carbono supercritico,
utilizando as lipases Novozym 435 e Lipozyme IM como catalisadores e
observaram resultados superiores quando foi empregada a primeira
lipase. Feihrmann et al. (2006), ao avaliar o comportamento da atividade
destas duas lipases em propano comprimido, também observaram que a
Novozym 435 apresentou desempenho superior a Lipozyme IM. Dalla
Rosa et al. (2008) investigaram a producdo de ésteres etilicos em modo
batelada em propano pressurizado a partir de dleo de soja, utilizando
como catalisadores as lipases Novozym 435 e Lipozyme IM e
observaram que a lipase Novozym 435 apresentou resultados superiores.
Desta forma, para o desenvolvimento deste estudo preliminar empregou-
se a lipase Novozym 435.

Lanza (2004) observou que em pressdes acima de 40 bar o
sistema composto por dleo de soja e propano encontra-se em uma Unica
fase em temperaturas entre 30 e 70°C em toda a faixa de composi¢do da
mistura. Considerando que o sistema reacional era formado, no decorrer
da reacdo, também por glicerol, optou-se por conduzir as rea¢des na
pressao de 50 bar. Os sistemas contendo n-butano e diéxido de carbono
foram submetidos 2 mesma avaliac@o para escolha da faixa de trabalho e
segundo Lanza (2004), nos sistemas contendo 6leo de soja e n-butano,
em pressdes acima de 20 bar o sistema se encontra em uma Unica fase
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em temperaturas entre 30 e 70°C em toda a faixa de composi¢ao, ja para
o diéxido de carbono, a pressdo de trabalho deve ser no minimo 150 bar
e 70 °C para contemplar uma regido de uma udnica fase, para teores de
CO; inferiores a 30% (m/m).

Em relac@o a temperatura, a faixa dtima de operagdo da Novozym
435 na reacdo padrido para medida da atividade situa-se em torno de
70°C. Assim sendo, optou-se por fixar o nivel superior da temperatura
em 70°C. Dalla Rosa et al. (2008) avaliaram o efeito da razio molar
Oleo:etanol e do efeito da razdo solvente:substrato sobre a
transesterificacdo de dleo de soja e constataram que ambas as varidveis
foram significativas na conversdo da reacdo, obtendo os melhores
resultados com a razdao molar 6leo:etanol de 1:6 e de solvente:substrato
de 2:1. Neste sentido, a fim de avaliar o sistema investigado e checar a
opera¢do do equipamento, as varidveis significativas deste estudo foram
extrapoladas e as condi¢des experimentais foram assim definidas como
trabalho preliminar.

Um estudo para investigar a melhor vazdo a ser empregada no
sistema foi conduzido utilizando propano, n-butano e didxido de
carbono, variando a vazdo de substratos em 0,5, 1 ¢ 2 mLmin’l, nas
seguintes condi¢des: para todos os gases a razdo molar 6leo:etanol de
1:6, razdo solvente:substrato de 2:1 e temperatura de 70°C. A pressao
empregada para o propano foi de 50 bar, para o n-butano 20 bar e o
diéxido de carbano, 150 bar.

Para todas as condi¢des experimentais foram retiradas amostras
nos intervalos de tempos de residéncia a fim de avaliar a cinética da
reacdo, até que se tivesse volume de gds suficiente para conduzir a
reagdo. O experimento com didxido de carbono com razdo madssica de
solvente:substrato de 10:1 ndo foi realizado porque ndo haveria volume
de gas suficiente para atingir um unico tempo de residéncia completo.

3.2.6 Planejamento de experimentos

Com base nos resultados obtidos, foi realizado um planejamento
de experimentos completo, que compreendeu a avaliacdo do efeito das
seguintes varidveis na conversiao em biodiesel: temperatura (30 a 70°C),
pressdo (50 a 150 bar), razdo molar dleo:etanol (1:6 & 1:18) e razdo
solvente:substrato (4:1 a 10:1), conforme a Tabela 3.2.
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Tabela 3. 1 - Valores reais e codificados das varidveis do primeiro
planejamento de experimentos utilizando propano como solvente.

Ensaio Razao massica Temperatura Pressdo Razao
solvente/substrato ®) (bar) molar
6leo/etanol

1 -1 (4:1) -1(30) -1(50) -1(1:6)
2 1(10:1) -1(30) -1(50) -1(1:6)
3 -1 (4:1) 1(70) -1(50) -1(1:6)
4 1(10:1) 1(70) -1(50) -1(1:6)
5 -1(4:1) -1(30) 1(150) -1(1:6)
6 1(10:1) -1(30) 1(150) -1(1:6)
7 -1(4:1) 1(70) 1(150) -1(1:6)
8 1(10:1) 1(70) 1(150) -1(1:6)
9 -1(4:1) -1(30) -1(50) 1(1:18)
10 1(10:1) -1(30) -1(50) 1(1:18)
11 -1(4:1) 1(70) -1(50) 1(1:18)
12 1(10:1) 1(70) -1(50) 1(1:18)
13 -1(4:1) -1(30) 1(150) 1(1:18)
14 1(10:1) -1(30) 1(150) 1(1:18)
15 -1(4:1) 1(70) 1(150) 1(1:18)
16 1(10:1) 1(70) 1(150) 1(1:18)
17 0(7:1) 0(50) 0(100) 0(1:12)
18 0(7:1) 0(50) 0(100) 0(1:12)
19 0(7:1) 0(50) 0(100) 0(1:12)

Considerando os efeitos das varidveis obtidas neste planejamento,
foi realizado um segundo planejamento de experimentos completo com
faixas mais estreitas de temperatura (60 a 80°C) e pressdo (40 a 80 bar),
sendo que as outras varidveis foram fixadas no ponto central do
primeiro planejamento, conforme apresentado na Tabela 3.3. O software
Statistica 6.0 foi utilizado para auxiliar na andlise das informacdes
experimentais, adotando em todos os casos investigados um nivel de
confianga de 95% (p < 0,05).

Observando os dados obtidos no planejamento acima, alguns
testes complementares foram propostos visando aprimorar ou mesmo
manter os niveis de conversdes obtidos até o momento. Para tanto,
observou-se que as conversdes da reacdo mantiveram-se estdveis até
aproximadamente 4 tempos de residéncia, havendo depois uma queda
em direcdo a patamares inferiores. De um ponto de vista pratico, um
conjunto de reatores poderia ser usado, intercalando cargas de
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alimentacdo, com a retirada dos produtos do reciclo e/ou passagem dos
mesmos através de outros reatores afim de melhorar os rendimentos em
termos de conversao de ésteres.

Tabela 3. 2 - Valores reais e codificados das varidveis do segundo
planejamento de experimentos utilizando propano como solvente.

Ensaio Temperatura (°C) Presséao (bar)
1 -1(60) -1(40)
2 1(80) -1(40)
3 -1(60) 1(80)
4 1(80) 1(80)
5 0(70) 0(60)
6 0(70) 0(60)
7 0(70) 0(60)

Poder-se-ia ainda, periodicamente, interromper a alimentagcdo dos
substratos do reator de leito empacotado para que este sofresse uma
carga de propano pressurizado em uma vazdo que promovesse a
remogdo do glicerol envolto na superficie das enzimas, melhorando
assim o desempenho da reacdo em termos de atividade da enzima. A
reacdo poderia entdo ser reiniciada bombeando os substratos novamente
e dando prosseguimento a reacao.

Neste sentido, testes com a passagem de propano para remogio
do glicerol estagnado e testes com passagem dos produtos da reagdo em
novo leito de reator, foram realizados.

Testes com passagem de propano

Testes com passagem de propano foram realizados com o intuito
de aprimorar o rendimento do processo ou manter os niveis de
rendimentos atingidos até o quarto tempo de residéncia. A interrupgéo
da passagem de carga de substratos foi substituida pela passagem apenas
do solvente, mantendo o mesmo reator de leito empacotado. Apds a
passagem do solvente, o teste teve prosseguimento por mais quatro
tempos de residéncia.

Para tanto, duas vazdes de passagem do solvente foram avaliadas.
Uma das vazdes corresponde a vazdo de passagem de solvente durante
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0s experimentos, sem que fosse necessario perturbar o sistema, apenas
interrompendo a passagem dos substratos, sendo que um (1) tempo de
residéncia foi adotado como o tempo de passagem do solvente. Os
valores do volume de propano utilizados nessa passagem de “limpeza”
foram anotados.

Outra vazao avaliada foi a de sobrecarga, adotando-se uma vazio
cinco vezes maior da utilizada no primeiro experimento. Apds o quarto
tempo de residéncia, repetiu-se a interrupg¢ao da passagem dos substratos
e o tempo de passagem do solvente foi determinado em fungdo do
volume de propano, para que fosse correspondente ao empregado no
primeiro teste.

Testes de passagem de produtos em novo leito

Nestes testes, a cada quatro tempos de residéncia a reagdo foi
interrompida e todos os componentes que sairam da passagem do leito
do reator foram coletados e submetidos a corrente de nitrogénio a 50°C
para evaporacdo de etanol e centrifugacdo a 5000 rpm para precipitagcdo
do glicerol. O material evaporado e centrifugado era circulado em um
novo leito de reator, com enzimas nao utilizadas.

3.3 Método para determinacao da conversao de ésteres

Apés a coleta da amostra em frascos apropriados, em intervalos
de tempo pré-estabelecidos, evaporou-se o etanol com uma corrente de
nitrogénio, onde a amostra era aquecida sob chapa de aquecimento a
50°C até peso constante. Uma aliquota de 0,250 g da amostra foi
transferida para um baldo volumétrico de 10 mL. Sobre esta amostra foi
adicionado 5 mL de solu¢do de padrio interno de heptadecanoato de
metila em concentracio de 10 mg/mL com auxilio de uma pipeta
graduada. A amostra foi agitada e uma aliquota (cerca de 1 mL)
transferida para os vials dando seqiiéncia a andlise cromatogréfica.

A solucdo era entdo injetada em triplicata em um cromatdgrafo
gasoso com detector de ionizagdo de chama (CG/FID Shimadzu modelo
2010) equipado com uma coluna capilar apolar modelo RT-WAX
(contendo polietileno glicol na fase estaciondria), de 30 m de
comprimento, didmetro interno de 0,32 mm e com as seguintes
condi¢cdes cromatogréificas: temperatura inicial da coluna de 150°C,
permanecendo por 1 minuto nesta condicdo, taxa de aquecimento de
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10°C/min até atingir a temperatura final da coluna de 250°C,
permanecendo por 1 minuto nesta condi¢do. A temperatura do injetor e
do detector foram estabelecidas em 250°C. A quantidade da solugfo de
amostra injetada foi de 1 pL.

As informagdes aqui reportadas sobre os preparos de solugdes,
bem como as condi¢cdes cromatograficas, tipo de coluna e demais
detalhes do procedimento para determinacdo da conversdo de ésteres,
seguem as especificacdes da Norma Européia EN14103, segundo
documento oficial publicado em 01/06/01 com nimero de projeto:
1999/00751, que pode ser observado no Apéndice G.

A equacdo a seguir expressa em porcentagem a conversido de
ésteres:

C=(A)—AeixCeixVei x100
Aei W

Onde:

> A = drea total de picos entre os padroes C14 e C24:1.

Aei = é a drea correspondente ao pico do padrio interno, C17:0.

Cei = é a concentragdo, em mg/mL, da solu¢do de padrio interno,
C17:0.

Vei =€ o volume da solu¢do de padrdo interno adicionada a amostra.

W =€ a massa, em mg, da amostra de biodiesel.

Alguns exemplos de cdlculos, bem como seus respectivos
cromatogramas podem ser observados no Apéndice G.



CAPITULO 4
RESULTADOS

Os resultados do efeito do nimero de ciclos de utilizacdo da
enzima em reacdo em modo batelada bem como os resultados de
conversdo dos testes preliminares e dos planejamentos de experimentos
em modo continuo serdo apresentados neste capitulo. Buscou-se ainda
neste capitulo um melhor detalhamento dos cdlculos preliminares, a
montagem do aparato experimental e dos métodos analiticos
empregados.

4.1 Efeito do nimero de ciclos sobre a atividade da enzima
Novozym 435

As reacdes de transesterificacdo foram realizadas durante 30 dias
em uma sucessdo de etapas de 6 h de reacdo utilizando propano
pressurizado como solvente em modo batelada, seguida por uma etapa
de recuperagdo do catalisador usando o solvente n-hexano como agente
enxaguante. Assim, a enzima nfo foi substituida durante os 30 dias de
investigacdo. A reacdo foi conduzida na condi¢@o de pressdo de 50 bar,
temperatura de 65°C, concentracdo de enzima de 20% (m/m), razdo
molar dleo:etanol de 1:6 e razdo mdssica solvente:substrato de 2:1.

Os resultados de atividade enzimdtica e de conversdo em ésteres
etilicos estdo apresentados na Figura 4.1.

Observou-se que inicialmente a atividade da enzima era de 120
U/g e a conversdo de ésteres etilicos apds a primeira etapa de reacdo era
de 89,4%. Quando a conversdo de ésteres etilicos da reacdo é comparada
a atividade da enzima, ambas em fun¢do do ndmero de ciclos reacionais,
notou-se um declinio mais acentuado de ambos resultados a partir da
quarta etapa onde a conversdo em ésteres observada era de 25,8% e a
atividade da enzima de 37,7 U/g. A partir desta etapa os niveis de
atividade enzimdtica mantiveram-se sem grandes alteracdes até a dltima
fase do ciclo (30 ciclos) e a conversdo apresentou um decréscimo
gradativo.

A perda de atividade da enzima coincidiu com a reducdo do
desempenho da reacdo, com isso, observou-se que a lipase imobilizada
de Candida antarctica se mostrou instavel em periodos prolongados de
reacdo nas condigdes investigadas.

Laudani et al. (2007) pesquisaram a produg¢do em modo continuo
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de n-octil oleato utilizando diéxido de carbono como solvente e a lipase
Lipozyme IM como catalisador, realizando um estudo sobre o ciclo de
vida desta enzima. A conversido permaneceu constante em torno de 90%
durante os 50 dias.
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Figura 4. 1 - Comportamento da conversdo e atividade enzimatica da lipase
Novozym 435 em ciclos de reuso de 30 dias em modo batelada. Condi¢des
experimentais: pressao de 50 bar, temperatura de 65°C, concentra¢do de enzima
de 20% (m/m), razdo molar éleo:etanol de 1:6 e razdo massica
solvente:substrato de 2:1.

Knez et al. (1998) observaram, na sintese de oleil oleato,
utilizando Lipozyme IM e diferentes gases comprimidos como solvente,
em vdrias faixas de temperatura e pressdo, que nao houve perda de
atividade da lipase em pressdes de até 300 bar por tempos de até 350
min de reacdo. Neste mesmo estudo, os autores reportam que quanto
menor o didmetro das particulas da enzima (menor valor investigado de
250 pm) maior € o incremento da taxa inicial de reagdo para este
sistema.

Dossat et al. (1999) investigaram o fendmeno associado com a
perda de atividade enzimdtica com a presenca de glicerol adsorvido no
suporte em reacdo de transesterificacdo de 6leo de soja utilizando a
lipase Lipozyme IM em solvente organico n-hexano em reator batelada,
e observaram que para cada composto polar adsorvido no suporte
(glicerol), havia um decréscimo da atividade da enzima e quanto maior a
quantidade de glicerol adsorvida, mais marcante era este efeito.
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No estudo realizado por Knez e Habulin (2001), referente ao
ciclo de uma lipase de pancreas suino submetida a propano pressurizado
a 100 bar e temperatura de 40°C utilizando como substratos &cido
butirico e etanol, observou-se que a conversdo decresceu pela metade
apds 10 ciclos reacionais. Os autores relatam que o aumento da
concentracio de dgua remanescente da reacdo na superficie da enzima
pode ser uma das razdes para este decréscimo de conversao.

A fim de evitar tais interferentes, Lozano et al. (2004)
investigaram a sintese de butil butirato em diéxido de carbono
supercritico em lipases imobilizadas em CALB a temperatura de 60°C e
pressdo de 8 MPa. A atividade da lipase se manteve estdvel durante os 8
ciclos, que correspondiam a 6 horas de reagdo continua.

Os resultados obtidos acerca do niimero de ciclos de utilizacdo da
enzima Novozym 435 apontam que sua reutilizagdo em ciclos
prolongados pode levar ao decréscimo da sua atividade enzimdtica com
correspondente queda nos niveis de producdo de ésteres. Embora tais
resultados ndo possam ser diretamente estendidos ao uso da referida
enzima em modo continuo, devido principalmente ao menor estresse
mecadnico em tal operacdo, prevé-se com base em tais dados que seu
emprego deverd também ocasionar reducdo gradual da conversdo da
reacdo, fato a ser explorado no presente trabalho.

4.2 Determinacio da atividade enzimatica de lipases

No que concerne a oscilacdo da atividade enzimética observada
no inicio e ao final das rea¢des em modo continuo € possivel relatar que
houve alteragdo na atividade da lipase, sendo que a atividade inicial
manteve-se estdvel em 120 U/g e a atividade final em todos os
experimentos que se seguiram até o final deste estudo, foram muito
similares (em torno de 90 U/g). Num contexto mais amplo, as
conversdes obtidas estdo relacionadas a todas as condi¢des do processo
e ndo somente a atividade enzimatica, conforme relatou Oliveira (1999),
quando avaliou a atividade enzimdtica da Lipozyme IM e da Novozym
435 em diferentes condi¢des experimentais em CO, supercritico, num
sistema reacional completo (substrato, produtos, enzima e solvente).
Ainda, cabe salientar que o processo de desempacotamento do reator
para retirada das enzimas e posterior andlise, era realizado de forma
possivelmente danosa ao catalisador, ndo sendo possivel portanto,
associar com confianga a perda de atividade sugerida com as condi¢des
da reac@o.
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4.3 Calculos preliminares a montagem do aparato experimental

4.3.1 Exemplo de cdlculo da vazdo volumétrica de fluido (propano) do
processo

No estudo de Dalla Rosa et al. (2008) verificou-se que a razdo
molar dleo:etanol mais adequada para as reagdes de produgdo de
biodiesel, modo batelada, com 6leo de soja utilizando enzima Novozym
435 como catalisador e propano como solvente em modo batelada, foi
de 1:6. A razdo mdssica solvente:substrato que apresentou as melhores
conversoes foi de 2:1.

Como base para algumas reacOes preliminares deste estudo,
foram fixadas as melhores condi¢des obtidas no estudo do referido
grupo. Considerando uma vazdo de operacdo de substratos vidvel pela
bomba de liquidos de 0,5 mL/min e dados do item 4.4, calculou-se a
partir da porcentagem volumétrica para cada um dos componentes, a
vazao massica para os substratos (total): 0,258g/min.

Entdo, para a relacdo madssica de propano:substrato de 2:1,
obtém-se imediatamente 0,516 g/min de propano. Sendo a densidade do
propano a temperatura de 5°C e pressdo de 50 bar de 0,531 g/cm3,
obtém-se a vazdo volumétrica de operacdo deste fluido como: 0,97
mL/min.

4.3.2 Cdlculo do volume do reator

O emprego da equag@o cldssica para cdlculo do volume do reator,
Vg, resultou em Vi =21,06 mL.
4.3.3 Cadlculo da porosidade do leito

Porosidade via seca

Primeiramente, a porosidade foi determinada conforme explicado
no item 3.2.3. Apdés o cdlculo de densidade do sélido, obteve-se a

porosidade do leito através da Equacéo (I11.2): € = 0,51.
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Porosidade considerando volume de poros da enzima

Empregou-se a Equacgdo (II1.3) para o célculo da porosidade do
leito, considerando os seguintes valores para o volume de poros:

Vp=05ml/g ——> &.,=0,86
Ve = 0,3 mL/g |:> 8]_2 =0,78

4.3.4 Calculo de tempo de residéncia

Aplicando a Equacdo (IIL.4), para a vazdo estabelecida de 0,5

mL/min, conforme {tem 4.4, obtém-se, respectivamente, para €| e € 1.
T, = 36,22 min e T, = 32,85 min

Nos experimentos que seguem, serd adotado o tempo de T, =
32,85 min, em que a porosidade do leito calculada utilizou o volume de
poros da enzima analisada por BET.

4.4 Avaliacao dos experimentos realizados como testes preliminares
e checagem do reator

Alguns testes preliminares com o diéxido de carbono, propano e
n-butano foram realizados a fim de identificar o solvente e as condi¢des
de vazdo mais apropriadas para a conducdo das reagdes de
transesterificacdo em leito empacotado.

Estudo das condicoes de vazao

Um estudo para investigar a melhor vazdo de substratos a ser
empregada no sistema foi conduzido utilizando propano e butano,
variando a vazdoem 0,5, 1 e 2 mLmin™".

Primeiramente, as reag¢des foram conduzidas em propano
pressurizado a 50 bar e 60°C, razdo molar 6leo:etanol de 1:6 e razéo
mdssica solvente:substrato de 2:1. Os resultados que expressam as
condi¢des de vazdo testadas estdo representados na Figura 4.2, onde
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observa-se que conversdes similares, proximas a 15%, foram alcancadas
para os vazio de 0,5 ¢ 1 mLmin™', quando vazdes mais elevadas foram
empregadas, 2 mLmin", observou-se uma significativa reducio na
conversdo da reacdo. Um dos fatores que pode justificar tal
comportamento € o baixo contato das enzimas com os substratos nesta
conformacio do reator tubular dada pela alta velocidade superficial dos
substratos (Laudani et al., 2007).
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Figura 4. 2 — Efeito da vazao volumétrica de substratos na conversao em
ésteres utilizando propano como solvente. Condi¢es experimentais: razao
madssica solvente:substrato de 4:1, razdo molar 6leo:etanol 6:1, pressdo de 50
bar e temperatura de 70°C.

Para o n-butano, as reacdes foram realizadas nas mesmas
condi¢des do experimento com propano, mas a 20 bar de pressdo. Essa
pressdo foi selecionada com base nos dados de equilibrio de fases,
conforme mencionado anteriormente, e ainda porque esta pressdo
conduziu a um valor de densidade do n-butano (0,539 gcm’3) préximo
ao utilizado pelo propano (0,456 gem™).

Pode-se observar através dos resultados obtidos para o n-butano
(Figura 4.3) e novamente a vazio de 0,5 mLmin™ apresentou resultados
mais interessantes. Esta vazdo foi adotada para os experimentos que
seguem neste trabalho. E necessério admitir que, até o momento, as
conversdes obtidas ndo sdo expressivas para aplicacdes industriais para
ambos os solventes.
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Figura 4. 3 — Efeito da vazao volumétrica de substratos na conversao em
ésteres utilizando n-butano como solvente. Condi¢es experimentais: razao
mdssica solvente:substrato de 4:1, razdo molar 6leo:etanol 6:1, pressdo de 20

bar e temperatura de 70°C.

Avaliacao do solvente e operacao do reator

A fim de avaliar o sistema investigado e checar a operacdo do
equipamento, selecionaram-se algumas condi¢des experimentais que
foram assim definidas como trabalho preliminar e podem ser observadas
na Tabela 4.1, como citado no Capitulo 3.

Tabela 4. 1 — Condig¢des experimentais dos trabalhos preliminares

Razao Razdo Pressdo  Temperatura
molar massica (bar) °OC)
Oleo:etanol  solv.: subst.
Propano - 1 20:1 10:1 50 70
Propano - 2 20:1 4:1 50 70
n-butano - 1 20:1 10:1 20 70
n-butano - 2 20:1 4:1 20 70
CO,-1 20:1 4:1 150 70
Sem solvente 20:1 - 50 70
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Parece pertinente citar que o aparato experimental, como um
todo, apresentou boa condi¢do do ponto de vista operacional, no que se
refere 2 montagem e desmontagem do reator, de facil empacotamento,
manutencio/estabilizacdo da vazdo e estabilidade da temperatura e
pressdo do sistema. Viabiliza a recupera¢do das enzimas facilmente
ainda quando este se encontra no leito do reator. Entretanto, necessita de
aprimoramento na técnica de desempacotamento do leito de reator de
forma a facilitar a recuperacdo das enzimas utilizadas no processo.

Esta etapa tem como intuito avaliar melhor a eficiéncia do
processo quando este é submetido a um aumento significativo da razio
mdssica solvente:substrato e da razdo molar 6leo:etanol. A idéia implica
testar os limites superiores da atividade da enzima relatados pela Ficha
Técnica desta enzima (Apéndice E) para avaliar a possivel inibi¢do da
enzima pelo excesso de substratos e ainda verificar se com o aumento da
relacdo solvente:substrato ocorre a formagdo de algum tipo de
instabilidade na vazdo interna do reator.

Os resultados para o propano (densidade de 0,425 gcm'3 ) a
temperatura de 70°C, pressdo de 50 bar, razao molar 6leo:etanol de 1:20
e razdo massica de solvente:substrato de 4:1 e de 10:1 sdo apresentados

nas Figura 4.4a e Figura 4.4b, respectivamente.
20

(a)

Conversao em ésteres etilicos (%)
>
(o]

05 10 15 2.0 25 3.0 35 40 45
Numero de tempos de residéncia
Figura 4. 4a— Avalia¢do do solvente na conversdo em ésteres utilizando
propano como solvente. Condi¢des experimentais: razdo massica
solvente:substrato de 4:1, razao molar éleo:etanol 20:1, pressao de 50 bar e
temperatura de 70°C.
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Observa-se que com o aumento da razdo solvente:substrato de 4:1
(Figura 4.4a) para 10:1 (Figura 4.4b), a conversdo da rea¢do tem um
acréscimo significativo. Os baixos valores (~10%) passam a ser
substituidos por valores considerdveis, de cerca de 50%, apontando que
este solvente merece uma investigacdo mais aprofundada.

Deve-se observar ainda que a reprodutibilidade dos dados
experimentais dos experimentos realizados em triplicata (Figura 4.4b)
parecem satisfatdrios, reafirmando a confiabilidade das informagdes
extraidas deste trabalho.

E oportuno neste momento salientar que pode ser de grande
importancia para a exploracdo do trabalho a manutenc¢do da conversdo
em mais tempos de residéncia. Adicionalmente, vale salientar a boa
estabilidade operacional do sistema em modo continuo.

O mesmo teste foi conduzido para o n-butano (densidade de
0,519 gcm'3) a temperatura de 70°C, pressdao de 20 bar, razio molar
6leo:etanol de 1:20 e razdo mdssica de solvente:substrato de 4:1 e de
10:1, cujos resultados sdo apresentados na Figura 4.5a.
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Figura 4. 4b — Avaliacdo do solvente em triplicata de experimento na
conversao em ésteres utilizando propano como solvente. Condi¢des
experimentais: razdo massica solvente:substrato de 10:1, razao molar
6leo:etanol 20:1, pressdo de 50 bar e temperatura de 70°C.
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Figura 4. Sa — Avaliacdo do solvente na conversio em ésteres utilizando n-
butano como solvente. Condi¢des experimentais: razdo massica
solvente:substrato de 10:1, razdo molar 6leo:etanol 20:1, pressao de 20 bar e
temperatura de 70°C.

Observa-se que as razdes solvente:substrato de 4:1 (Figura 4.5a)
e 10:1 (Figura 4.5b) ndo apresentaram resultados satisfatérios se
comparados com o propano, significando que o aumento da relacdo
solvente/substrato ndo implicou em aumento relevante nas conversdes
da reacdo. Este aspecto induz a crer que o n-butano ndo demonstra
potencial que justifique a realiza¢do de um estudo mais aprofundado.

As reagdes em modo continuo foram igualmente empregadas com
o uso de dioxido de carbono (densidade de 0,504 gcm-3) a temperatura
de 70°C, pressao de 150 bar, razdo molar 6leo:etanol de 1:20 e razdo
mdssica de solvente:substrato de 4:1. Os resultados de duplicata de
experimentos sdo apresentados na Figura 4.6, onde pode-se observar que
uma conversdo relativamente elevada da reacdo foi obtida em baixos
tempos de residéncia, seguida por uma diminuicio acentuada na
conversdo em ésteres etilicos. Isto pode ser explicado pela perda de
atividade da enzima devido a acdo de um solvente mais hidrofilico
quando comparado ao propano.
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Figura 4. Sb — Avaliacdo do solvente em triplicata de experimento na
conversdo em ésteres utilizando n-butano como solvente. Condi¢des
experimentais: razdo mdssica solvente:substrato de 4:1, razdo molar 6leo:etanol
20:1, pressdo de 20 bar e temperatura de 70°C.
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Figura 4. 6 — Avaliacdo do solvente na conversdo em ésteres utilizando diéxido
de carbono como solvente. Condi¢Ges experimentais: razao massica
solvente:substrato de 4:1, razdo molar 6leo:etanol 20:1, pressdo de 150 bar e
temperatura de 70°C.
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Observando os valores de hidrofobicidade conforme log (P), o
diéxido de carbono pressurizado pode ser classificado como solvente
hidrofilico, com valores de log (P) menores que 2 sendo que um
aumento da hidrofilicidade ocorre com o decréscimo da pressdo,
conforme relatado por Nakaya et al. (2001). Consequentemente, o
diéxido de carbono supercritico poderia remover a monocamada de dgua
que recobre a enzima, causando a desativacdo da mesma, havendo
particdo da dgua entre a enzima e o solvente (Habulin ez al., 2001, Knez
e Habulim 2002 e Kamat ef al., 1995).

Outra razdo para a diminui¢do de conversdo dos ésteres etilicos
pode estar relacionada ao acimulo de glicerol formado ao redor da
enzima durante o curso da reacdo devido as baixas vazdes empregadas,
afetando o contato dos substratos com o centro ativo da enzima.
Algumas outras condi¢des experimentais foram testadas com diéxido de
carbono, como a passagem apenas do gds (na auséncia de substratos)
com vazdes e tempos de residéncia variados, mas o mesmo
comportamento foi verificado e assim seu uso como solvente da reacio
foi descartado no trabalho que segue.

As reacdes em modo continuo foram também realizadas na
auséncia de solvente a temperatura de 70°C, pressdo de 50 bar, razdo
molar OJleo:etanol de 1:20. Os resultados deste experimento sdo

apresentados na Figura 4.7.
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Figura 4. 7 — Avaliacdo da auséncia de solvente na conversdo em ésteres.
Condig¢des experimentais: razio méssica solvente:substrato de 10:1, razdo molar
6leo:etanol 20:1, pressdo de 50 bar e temperatura de 70°C.
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Pode-se observar que uma conversdo relativamente elevada da
reacdo foi obtida na primeira amostragem, seguida por uma diminui¢do
acentuada na conversdo em ésteres etilicos, permanecendo nos
patamares onde nio ocorreu mais a producio destes ésteres. Isto pode
ser explicado pela grande disponibilidade de enzimas frente aos
primeiros contatos de substratos que percorreram o leito do reator. A
queda acentuada da conversdo em ésteres que seguiram ao longo da
reacdo, justificam o uso de solventes pressurizados nos experimentos
que seguem.

4.5 Planejamento de experimentos

Com base nos resultados apresentados, foi realizado um
planejamento de experimentos completo, que compreendeu as seguintes
varidveis: temperatura (30 a 70°C), pressdo (50 a 150 bar), razdo molar
Oleo:etanol (1:6 a 1:18) e razdo solvente:substrato (4:1 a 10:1),
conforme a Tabela 3.2 do Capitulo 3.

As Figuras 4.8a, 4.8b e 4.8c apresentam conversao em ésteres, ou
seja, a dependéncia da conversdo em ésteres pelo tempo de residéncia,
resultados da execucgdo do planejamento 1. Em geral, pode-se observar
que as conversdes baixas obtidas estiveram relacionadas com as
condi¢bes apresentadas na Figura 4.8a, onde todas as temperaturas
empregadas foram de 30°C, ainda que em alguns casos conversdes
satisfatérias tenham sido observadas em curtos tempos de residéncia. A
Figura 4.8b demonstra que resultados promissores foram obtidos a
temperatura de 70°C em alguns experimentos. A triplicata do ponto
central do planejamento de experimentos 1, apresentado na Figura 4.8c,
apontou reprodutibilidade satisfatéria dos dados experimentais.

Observando os resultados expressos na Figura 4.8a e comparando
com a Figura 4.8b, pode-se verificar que a influéncia da temperatura é
determinante para a manutencdo do desempenho das reacdes
enzimaticas em meio pressurizado, ainda que em tempos de residéncia
menores, ou onde havia grande disponibilidade de substratos (razdo
molar éleo:etanol de 1:18), observa-se valores maiores de conversao.
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Figura 4. 8a - Resultados da produg¢do de ésteres etilicos do primeiro
planejamento de experimentos em leito empacotado utilizando propano como
solvente correspondente aos experimentos utilizando a temperatura de 30°C.
“SS” corresponde a razdo madssica solvente/substrato e “OE” corresponde a
razdo molar 6leo/etanol.
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Figura 4. 8b - Resultados da produgdo de ésteres etilicos do primeiro
planejamento de experimentos em leito empacotado utilizando propano como
solvente correspondente aos experimentos utilizando a temperatura de 70°C.
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Na Figura 4.8b verifica-se os melhores resultados de conversdo
em ésteres etilicos. Tal fato pode ser atribuido ao valor de temperatura
estar inserido dentro da faixa de temperatura na qual a atividade da
Novozym 435 é maxima. Nota-se ainda que em tempos reduzidos foram
alcancadas conversdes da ordem de 90% nas condi¢des de 50 bar de
pressdo, razdo massica de solvente:substrato de 10:1 e razdo molar
Oleo;etanol de 1:18.
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Figura 4. 8c - Resultados da producdo de ésteres etilicos do primeiro
planejamento de experimentos em leito empacotado utilizando propano como
solvente correspondente aos experimentos utilizando a temperatura de 50°C
(ponto central: pressdo de 100 bar, razdo massica solvente:substrato de 7:1 e
razao molar 6leo:etanol de 1:12).

A Figura 4.8c apresenta os resultados da triplicata do ponto
central do primeiro planejamento de experimentos, onde € possivel
observar uma reprodutibilidade satisfatéria dos dados obtidos. Os niveis
de conversdo que comegaram em patamares satisfatorios, apresentaram
estabilidade apds o primeiro tempo de residéncia em conversdes da
ordem de 50%.

Os dados obtidos no planejamento de experimentos foram
tratados estatisticamente em 1,5 nimeros de tempos de residéncia.
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Figura 4. 9 - Grafico de Pareto avaliando os efeitos das varidveis: temperatura,
pressdo, razdo molar 6leo:etanol e razdo mdssica solvente:substrato na producao
de ésteres etilicos em propano pressurizado (p < 0,05). Os valores e as
condigdes experimentais podem ser vistos nas
Figuras 4.8a, 4.8b e 4.8c e Tabela 3.2.

Avaliando o gréfico de Pareto, (Figura 4.9) verifica-se que a
pressdo ndo exerceu influéncia significativa na conversdo e na cinética
de reacdo (Figura 4.8a, Figura 4.8b), apesar do ser um pardmetro
estatisticamente significativo. Isso pode ser verificado pela pequena
diferenca observada de conversdo para as reacdes realizadas a 50 bar e
150 bar. Dalla Rosa et al. (2008) observaram que nas reac¢des utilizando
a lipase comercial Novozym 435 em reator batelada utilizando o
propano como solvente ndo foram observadas diferencas significativas
na reacdes realizadas a 50 bar e 150 bar de pressao.

Conforme Ndiaye et al. (2006) o comportamento do sistema 6leo
de soja — propano, nas faixas de pressdo e temperatura investigados,
apresentam-se em uma unica fase. Dentro da faixa experimental deste
trabalho o propano encontra-se como liquido comprimido e, neste
sentido, apresenta pouca variagdo de densidade. Conseqiientemente, a
pressdo apresenta pouca influéncia sobre as conversdes jd que as
propriedades do solvente variam pouco.

Com relagdo a influéncia da razdo molar 6leo:etanol, dentre os
diversos estudos que relatam a influéncia de dlcoois em reacdes nio
pressurizadas com lipases, encontra-se o de Abigor et al. (2000), que
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descrevem as conversdes de ésteres obtidas a partir de dleo de palma
usando a lipase de P. cepacia, obtendo 72% de conversdo fazendo uso
de etanol e 15% de conversdo fazendo uso de metanol, na presencga e
auséncia de solvente.

Poucos trabalhos sdo apresentados na literatura no que diz
respeito ao efeito do teor de etanol em reacdes em sistemas
pressurizados. Dentre eles, destaca-se o estudo de Oliveira e Oliveira
(2000, 2001), que realizaram reagdes com a Novozym 435 utilizando
como substrato 6leo de palma. Os resultados obtidos pelos autores
sugerem que a varidvel estudada afeta positivamente a conversdo do
processo, no intervalo investigado de razdo molar de 1:3 a 1:12,
demonstrando ndo haver inibicdo por excesso de dlcool. Este fato pode
ser atribuido as caracteristicas hidrofilicas do diéxido de carbono que
nio proporciona boas condi¢des de solubilidade as reagdes com Sleos
vegetais, levando a separacdo de fases no sistema reacional, fazendo
com o que o dlcool da reacdo permanega em parte no meio reacional e
em parte disperso no solvente, necessitando assim de grandes
quantidades para desempenhar sua funcdo de substrato.

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que valores
mais elevados de dlcool na relagdo molar 6leo:etanol podem provocar a
inibicdo por excesso desse substrato, como verificado na
transesterificagdo do 6leo de palma pela enzima Novozym 435 em
diéxido de carbono pressurizado por Oliveira e Oliveira (2000). Os
resultados obtidos por Dalla Rosa (2006) na transesterificacdo de 6leo
de soja em propano pressurizado sugerem que a razdo molar éleo:etanol
de 1:3 a 1:9 afeta positivamente o processo, mas para a razio molar
1:15, a reacdo parece passivel de inibi¢do por excesso de etanol.

Quanto a razdo massica solvente substrato, conforme a literatura,
as intera¢des enzima-substrato podem ser facilitadas quando uma
determinada quantidade adicional de solvente é empregada (Laudani et
al., 2007). O contato eficiente da enzima com os substratos parece
promover um bom desempenho do catalisador no meio reacional. Este
fato pode ser explicado porque estas intera¢cdes no propano pressurizado
podem afetar a atividade da lipase. Também & possivel que relacdes de
solvente mais elevadas auxiliem a remoc¢do de glicerol (subproduto
inibidor da reacdo) no reator de leito empacotado, evitando que a enzima
seja recoberta pelo glicerol.

Levando em consideracdo os efeitos das varidveis do primeiro
planejamento, foi realizado um segundo planejamento de experimentos
completo 2%, com faixas mais estreitas de temperatura (60 a 80°C) e
pressdo (40 a 80 bar), mantendo fixos os pardmetros que nio tiveram
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efeito pronunciado, sendo eles, a razdo solvente:substrato (7:1), razdo
molar 6leo:etanol (1:12), afim de melhorar a eficiéncia da reacdo. Os
resultados sdo apresentados na Figura 4.10, onde pode-se observar que
conversdes da ordem de 70% em ésteres etilicos foram obtidas e se
mantiveram estdveis até o maior tempo de residéncia avaliado (2,5),

podendo tal resultado se constituir em grande interesse industrial.
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Figura 4. 10 - Resultados do segundo planejamento de experimentos para a
producdo de ésteres etilicos em reator continuo em propano pressurizado
variando a temperatura e pressdo, mantendo fixos a razdo molar 6leo:etanol
1:12 e razdo mdssica solvente:substrato de 7:1.

Baseado nos desvios dos dados obtidos na duplicata do ponto
central nestes experimentos e em resultados obtidos em outros pontos
experimentais, nenhuma varidvel estatisticamente significativa foi
encontrada.

Visando avaliar o comportamento da rea¢do em tempos de
residéncia maiores, reacdes em longos tempos de residéncia foram
realizadas, adotando as condigdes do ponto central do segundo
planejamento de experimentos, temperatura de 70°C, pressdo de 60 bar,
razdo molar 6leo:etanol de 1:12, e razdo massica solvente:susbstrato de
7:1. Para este caso especial, trés bombas da seringa 500D e um jogo de
véalvulas foram empregados para executar os experimentos até 11
tempos de residéncia, o que significou aproximadamente 6 horas da
reacdo. Os resultados dos experimentos em triplicata sdo apresentados
na Figura 4.11.
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Figura 4. 11 - Resultado da conversdo em ésteres etilicos em tempos de
residéncia maiores a temperatura de 70°C, pressao de 60 bar, razao molar
Oleo:etanol de 1:12, e razdao massica de solvente:substrato de 7:1.

Pode-se observar que as conversdes da reacdo mantiveram-se
estdveis até aproximadamente 4 tempos de residéncia, com posterior
queda a patamares inferiores. No trabalho a estabilidade da lipase
imobilizada é um pardmetro importante em um processo industrial,
porque afeta diretamente o custo.

O estudo de Nie et al. (2006) mostra a estabilidade da lipase
Candida sp. imobilizada utilizando solvente organico e reatores de leito
empacotado de até 4 horas de reacdo com rendimentos de até 80%. A
estabilidade da lipase imobilizada mostrou ser maior de 120 horas, em
valor de rendimento de 79-80% quando utilizou-se terc-butanol como
solvente em uma razdo molar de 1:1 (solvente:6leo) em condi¢des de
pressdo ambiente.

Em meio enzimatico tradicional para a producdo do biodiesel
(solvente organico ou alguns solventes hidrofébicos como meio
reacional), uma quantidade de glicerol muito elevada foi encontrada na
superficie das lipases imobilizadas que conduziu a vida operacional
mais curtas (Halim et al., 2009).
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4.5.1 Testes com passagem de propano

Com base nos resultados obtidos, testes com passagem de
propano foram realizados com o intuito de melhorar o processo e manter
os bons niveis de rendimentos atingidos até o quarto tempo de
residéncia, com a interrup¢io da passagem de substratos pela passagem
apenas do solvente, mantendo o mesmo reator de leito empacotado.
Apés a passagem do solvente, o teste teve prosseguimento por mais
quatro tempos de residéncia.

Para tanto, duas vazdes de passagem do solvente foram avaliados.
Uma das vazdes corresponde a vazdo de passagem de solvente durante
os experimentos (5,5 mL.min"), sem que fosse necessario perturbar o
sistema, apenas interrompendo a passagem dos substratos (Figura 4.12),
sendo que um (1) tempo de residéncia (32,85 min) foi adotado como o
tempo de passagem do solvente. O valor do volume de propano (65 ml)
utilizado nessa passagem de “limpeza” foi anotado.

Outra vazdo avaliada foi uma vazdo de sobrecarga, onde uma
vazdo cinco vezes maior da utilizada no primeiro experimento foi
testada (30 mL.min™") (Figura 4.13). Ap6s o quarto tempo de residéncia,
repetiu-se a interrupcdo da passagem dos substratos e o tempo de
passagem do solvente (2,2 min) foi determinado em funcido do volume

de propano (65 mL) igualmente empregado no primeiro teste.
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Figura 4. 12 - Resultado da conversdo em ésteres etilicos em tempos de
residéncia maiores a temperatura de 70°C, pressdo de 60 bar, razao molar
6leo:etanol de 1:12, e razdo mdssica solventle:substrato de 7:1 com vazao de 5,5
mL.min".
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Na Figura 4.12 observa-se que a vazio de propano de 5,5 ml.min’
empregado ndo promoveu a remog¢do do glicerol na camada que
recobre a enzima, impedindo que o centro ativo da enzima estivesse
completamente livre para o contato com os substratos. Essa avaliagco é
feita a partir da observacao da queda progressiva dos niveis da producio
de ésteres observadas ao longo dos tempos de residéncia que seguiram
apos a passagem do propano.
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Figura 4. 13 - Conversdo em ésteres etilicos em tempos de residéncia maiores a
temperatura de 70°C, pressdo de 60 bar, razdo molar 6leo:etanol de 1:12, e razdo
méssica solvente:substrato de 7:1 com vazdo de 30 mL.min .

Na Figura 4.13 observa-se que conversdes da ordem de 80%
foram obtidas apds a passagem do propano, mostrando que a passagem
do solvente parece ter promovido uma melhora nas condi¢des do meio
reacional e que a vazdo de 30 mL.min" pode ter sido suficiente para a
remog¢do da camada de glicerol que recobre as enzimas que compdem o
leito do reator. Cabe salientar que este desempenho manteve-se por mais
quatro tempos de residéncia aproximadamente, onde uma nova queda
nos niveis de conversdao podem ser visualizadas.

Logo, tais testes podem ser de grande interesse industrial, pois
apontam que os niveis de conversio desse processo podem ser mantidos
com a aplicacdo de lavagens de solvente em tempos de residéncia
programados.
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4.5.2 Testes do uso de reatores em série

Nestes testes, a cada quatro tempos de residéncia a reagdo foi
interrompida e todo o material que passou pelo leito do reator foi
coletado e submetido & corrente de nitrogénio a 50°C para evaporagdo
de etanol e centrifugacdo a 5000 rpm para precipitacdo do glicerol. O
material evaporado e centrifugado foi empregado na reacdo em um novo
leito de reator, com enzimas frescas. Este procedimento se repetiu até
que houvesse material suficiente (parte era retirado nas amostragens)
para uma nova passagem.
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Figura 4. 14 - Resultado da conversdo em ésteres etilicos do sistema de reatores
em série a temperatura de 70°C, pressdo de 60 bar, razdo molar 6leo:etanol de
1:12, e razdao massica solvente:substrato de 7:1.

A Figura 4.14 mostra os resultados obtidos em 3 passagens de
quatro tempos de residéncia cada. Observa-se que a cada nivel de
passagem as conversdes apresentaram melhora nos resultados, sendo
que na terceira passagem, conversdes proximas a 100% em ésteres
etilicos foram obtidas, demonstrando que este procedimento também
pode ser interessante do ponto de vista industrial.

4.6 Investigacao complementar com outros dleos vegetais

Com o intuito de ampliar as investigacdes a cerca do processo



103
Capitulo 4 — Resultados

investigado, alguns 6leos vegetais foram selecionados para a realizacio
de testes no reator continuo de leito empacotado, fazendo uso dos
reatores em série, nas condi¢des otimizadas pelos planejamentos de
experimentos realizados com o 6leo de soja refinado.

Os testes consistiram em substituir o 6leo de soja refinado
utilizado até o presente momento, por 6leos potenciais para producio de
biodiesel no contexto brasileiro atual. Uma tnica condi¢do experimental
foi realizada, o ponto central do segundo planejamento de experimentos,
ou seja, temperatura de 70°C, pressdo de 60 bar, razao molar 6leo:etanol
de 1:12, e razao massica solvente:substrato de 7:1 utilizando o6leo de
milho, pinhdo manso e soja degomado. Para tanto, foram realizados
novos cdlculos com a densidade com os valores de peso molecular dos
6leos vegetais (densidade a 20°C: 6leo de milho: 0,876 mg/mL, pinhdo
manso: 0,910 mg/mL, soja degomado: 0,871 mg/mL) a serem
investigados afim de respeitar as razdes utilizadas no estudo anterior.

A Figura 4.15 apresenta os resultados obtidos na producdo de
ésteres etilicos utilizando 6leo de milho como substrato, sendo que
apenas um ponto de amostragem foi coletado ao final de cada passagem,
onde verifica-se que foram possiveis duas passagens e conversdes da
ordem de 72% foram atingidas ao final do processo.
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Figura 4. 15 - Conversdo em ésteres etilicos nas condi¢des do ponto central do
segundo planejamento de experimentos, a temperatura de 70 °C, pressdo de 60
bar, razao molar 6leo:etanol de 1:12, e razdo massica de solvente:substrato 7:1
utilizando 6leo de milho, pinhdo manso e soja degomado como substrato.
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Para o 6leo de pinhdao manso, conversdes da ordem de 80% sdo
observadas ao final da segunda passagem por novo leito do reator
(Figura 4.15). Estes niveis de conversdes satisfatérios ja eram
esperados, pois a composi¢do quimica do 6leo de pinhdo manso é muito
similar ao do 6leo de soja (Foidl et al., 1996), justificando assim o bom
desempenho do 6leo de pinhdo manso ao longo do processo. Cabe
salientar que foi utilizado 6leo de pinhdo manso ndo degomado,
conforme extraido da prensagem, com elevado teor de acidez.

Na Figura 4.15 sdo observados ainda os valores de conversio
para o dleo de soja degomado. Os niveis de conversao ficaram na ordem
de 74% ao final da segunda passagem pelo leito do reator. Estes
resultados s@o expressivos, pois o Oleo de soja degomado tem custo
reduzido em relag@o ao dleo de soja refinado. Vdrias etapas do processo
de refino do dleo sdo eliminadas (clarificacdo, desodorizagdo,
branqueamento), tornando o 6leo degomado interessante para ampliar as
investigacdes a cerca do processo.

Os resultados observados por este estudo complementar
utilizando outros 6leos potenciais para a producdo de biodiesel no
contexto brasileiro atual nos indicam que os dleos investigados devem
ser avaliados de uma forma mais detalhada, pois bons niveis de
conversdo foram observados ao final do processo, tornando-os
potenciais para uma aplica¢do em escala industrial.

Neste sentido, ainda pode-se citar a caréncia de trabalhos na
literatura referentes a produc@o de biodiesel em modo continuo a alta
pressdo utilizando enzimas em leito empacotado empregando 6leos de
milho, pinhdo manso e soja degomado.

As diferengas verificadas em termos de conversdo em ésteres pela
aplicacdo dos 6leos de milho, pinhdo manso e soja degomado podem,
talvez, ser atribuidas as diferencas de composicdo em dcidos graxos e
demais caracteristicas como indice de acidez, presenca de fosfatideos,
entre outros.

Decorrente da realizacdo da presente pesquisa, recentemente, foi
aceito o seguinte trabalho para publicacdo no periddico Bioresource
Technology: "Continuous lipase-catalyzed production of fatty acid ethyl
esters from soybean oil in compressed fluids", autores C. Dalla Rosa, M.
B. Morandim, J. L. Ninow, D. Oliveira, H. Treichel e J. Vladimir
Oliveira.



CAPITULO 5

CONCLUSOES E SUGESTOES

Neste trabalho investigag¢des preliminares em um reator em modo
batelada para producio de ésteres etilicos em meio pressurizado foram
realizadas a fim de fornecer suporte e prover um sistema de referéncia
para a produgdo de ésteres etilicos em modo continuo, alvo da presente
investigacdo. Tais informacdes permitiram avancar para a construcio de
um reator e posterior estudo de um sistema continuo de processo de
producdo de ésteres etilicos a partir de 6leo de soja em meio
pressurizado utilizando lipases como catalisadores onde os efeitos de
algumas varidveis foram avaliados.

O estudo do niimero de ciclos de utilizacdo da enzima Novozym
435 em um reator modo batelada indicou que sua reutilizacdo em ciclos
prolongados pode levar ao decréscimo da sua atividade enzimética com
correspondente queda nos niveis de produgdo de ésteres. Observou-se
um decréscimo das conversdes em ésteres ao longo do processo também
no sistema em modo continuo, que ndo puderam ser relacionadas
exclusivamente & perda de atividade enzimdtica, pois o processo de
desempacotamento do reator para posterior andlise era realizado de
forma danosa ao catalisador, ndo sendo possivel, portanto associar com
confianca a perda de atividade sugerida com as condi¢des da reacio.

A respeito do aparato experimental empregado na operacdo em
modo continuo, como um todo, o mesmo apresentou boa condi¢do do
ponto de vista operacional, no que se refere a montagem e desmontagem
do reator, de facil empacotamento, manutengdo/estabilizacdo da vazdo e
estabilidade da temperatura e pressdo do sistema. Permitiu manipular
facilmente as varidveis de processo assim como as configuracdes do
reator para o alcance de rendimentos aceitdveis. Além disso, mostrou ser
confidvel quanto a reprodutividade dos dados obtidos.

Para a realizagcdo de reagdes em meio pressurizado, vdrios testes
preliminares foram realizados, tornando possivel a montagem e
utilizacdo do aparato experimental nio somente para a condugdo de
reacdes de transesterificacdo enzimatica de dleos vegetais, mas também
com aplicagdo a vdrias outras reagdes em meio pressurizado,
demonstrando sua flexibilidade.

Um destes estudos mostrou os resultados da ndo utilizagdo de
solvente nas reacdes em meio pressurizado catalisadas por lipases em
modo continuo. A queda acentuada na conversdo e a manutencido da
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auséncia de ésteres que seguiram ao longo da reacéo, justificou o uso de
solventes pressurizados neste sistema.

Os resultados do estudo da avaliacdo do solvente mostraram que
a alcoolise catalisada pela lipase comercial Novozym 435 em diéxido de
carbono e n-butano no sistema continuo ndo apresentaram resultados
satisfatérios. Este aspecto induz a crer que o n-butano e o diéxido de
carbono nido demonstram potencial que justifique a realizacdo de um
estudo mais aprofundado. Entretanto, os estudos realizados com
propano pressurizado apontaram que esta substancia pode se constituir
uma alternativa potencial ao processo convencional, pois bons niveis de
conversdo da rea¢do foram obtidos em condi¢cdes amenas de temperatura
e pressao.

Avaliando a perspectiva da utilizagdo de propano pressurizado
como solvente para reagdes enzimdticas de interesse e devido a uma
caréncia encontrada na literatura no que se refere a transesterificacio
enzimatica em meio pressurizado em modo continuo, um estudo sobre
estas reagdes em Oleos vegetais, bem como a influéncia das varidveis e
otimizacdo do processo, foram realizados neste trabalho.

O presente estudo permitiu uma avaliagcdo da cinética do processo
e os efeitos das varidveis estabelecidas pelo estudo. Diante disso,
conclui-se que:

- A razdo molar 6leo:etanol de 1:12 apresentou melhor resultado,
e esta foi mantida para o segundo planejamento, pois este parametro
nao apresenta efeito positivo sobre a conversdo da reacao.

- A razdo mdssica solvente:substrato de 7:1 foi suficiente para
promover conversdes de até 72%, tendo sido tal pardmetro mantido fixo
para o segundo planejamento, pois ndo teve efeito pronunciado.

- A condigdo de temperatura de 70°C propiciou a obtencdo de
melhores conversdes, devido a faixa 6tima de temperatura de trabalho
da Novozym 435 (50°C - 70°C).

- A pressdo adequada estabelecida foi 60 bar, sendo que pressdes
acima deste valor ndo apresentaram variacdes no resultado das reacdes
conduzidas com propano, possivelmente devido a pequena variacdo da
densidade do propano e pelo fato de que o sistema 6leo de soja -
propano se apresenta como monofésico na condicio de pressao na faixa
de temperatura estudada.

Reagdes em longos tempos de residéncia foram realizadas,
adotando as condi¢des do ponto central do segundo planejamento de
experimentos, temperatura de 70°C, pressdo de 60 bar, razdo molar
Oleo:etanol de 1:12, e razdo massica solvente:susbstrato de 7:1 levaram
a niveis de conversio da ordem de 70% até 4 tempos de residéncia.
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Testes com reatores em série utilizando a condi¢do otimizada
indicaram que a cada nivel de passagem as conversdes apresentaram
melhora nos resultados, sendo que na terceira passagem, conversdes
proximas a 100% em ésteres etilicos foram obtidas, demonstrando que
este procedimento também pode ser interessante do ponto de vista
industrial, o que permite vislumbrar o aprimoramento deste processo em
maior escala.

Os bons niveis de conversio obtidos neste processo com dleo de
soja refinado também foram obtidos com outros dleos vegetais, sendo
eles: milho, pinhdo manso e soja degomado. Cabe salientar que foi
utilizado 6leo de pinhdo manso ndo degomado, conforme extraido da
prensagem, com elevado teor de acidez e 6leo de soja degomado, que
possui um custo reduzido em relacdo ao 6leo de soja refinado.

As investigagOes exploratdrias realizadas com torta fermentada e
extrato bruto liofilizado ndo apresentaram resultados significativos e
levam a crer que estudos aperfeicoando o processo produtivo destas
lipases devem ser melhor explorados.

Sugestoes

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho, as
seguintes sugestdes podem ser delineadas:

. Ampliacdo da investigacdo com outros extratos brutos e ou
tortas fermentadas na producdo de ésteres etilicos em modo
continuo utilizando propano como solvente;

ampliacdo do estudo realizado neste trabalho para outros dleos

vegetais, tais como mamona e dendgé;

realizacdo das andlises de mono, di e triglicerideos, glicerol e

etanol, afim de contemplar a modelagem cinética de produgao

enzimatica de biodiesel em fluidos pressurizados em modo
continuo;

. aprimoramento referente a configuracdo do sistema reacional
para emprego na produgdo enzimdtica de biodiesel em fluidos
pressurizados;

. estudo de rotas para o aproveitamento da glicerina produzida;

. estudo da viabilidade econdmica da producdo enzimdtica de
biodiesel em fluidos pressurizados em modo continuo.
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ANEXOS

Anexo A - Norma de padronizacdo do biodiesel ASTM D 6751 (Estados

Unidos)
. Método
Propriedade = s de teste Limites a Unidade
Ponto de fulgor {em frasco fechado) D93 130,0 min °C
Agua e sedimentos D 2709 0,050 mdéx % volume
Viscosidade cinematica, 40°C D 445 1,9-6,0 mm?/s
Cinzas sulfatados D 874 0.020 méix % massa
Enxofre D 5453 0,0015 méx or | % massa
0,05 max @
Corros@o da ldmina de cobre D130 n°. 3 méx
NUmero de cetano D613 47 min
Ponto de névoa D 2500 Anotar o
Residuo de carbono (100% da amostra) D 4530 €,050 méx % massa
Acidez D 464 0.80 mdx mg KCH/g
Glicerina livre D 6584 0,020 mdx % massa
Glicerina tolal D 6584 0,240 mdx % massa
Conteldo de fosforo D 4951 0,001 mdx % Massa
Temperatura de destilagdo, femperatura D 1160 360 max o
equivalente atmosférica, 90% recuperados
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Norma Européia EN 14213 para uso de biodiesel como 6leo de
aquecimento (6leo combustivel)
limifes Fk ke e

Propriedade | Métododeteste | ‘min. | max. Unidade
Teor de ésteres EN 14103 96,5 % (m/m}
Densidade; 15°C EN ISO 3475 860 200 kg/m?

ENISO 12185
Viscosidade; 40°C ENISO 3104 35 50 mm?/s

ISO 3105
Ponto de fulgor prENISO 3679 120 ¢
Teor de enxofre pr EN ISO 20844 10.0 mg/kg

pr EN 1SO 20884
Residuo de carbono (residuo | EN ISO 10370 0,30 | % (m/m}
de destilogdo de 10%)
Cinzas sulfatadas 1ISO 3987 0,02 % (m/m)
Teor de agua ENISO 12937 500 mg/kg
Contaminacdo total EN 12662 24 mg/kg
Estabilidade oxidativa, 110°C | EN 14112 4,0 h
Acidez EN 14104 0,50 mg KOH/g
indice de iodo EN 14111 130 g iodo/100g
Teor de FAME com 4 ou mais 1
duplas ligacoes
Teor de monoglicerideos EN 14105 0.80 % (m/m)
Teor de diglicerideos EN 14105 020 | %(m/m)
Teor de triglicerideos EN 14105 0.20 % (m/m)
Glicerina livre EN 14105 0.02 % (m/m)

EN 14104
Ponto de entupimento de EN 116 °C

i filiro a frio

Ponio de fluidez 1SO 3016 0 °C
Poder calerifico DIN 51900-1 35 MJ/kg

DIN 51200-2

DIN 51900-3
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Norma EN 14214 (Europa)

Limites
Método de
Propriedade teste min. max. Unidade.
Teor de ésteres EN 14103 96,5 % (m/m)
Densidade; 15°C EN ISO 3475 860 200 kg/m?®
ENISO 12185
Viscosidade; 40°C EN 1SO 3104 3,5 5,0 mm?/s
SO 3105
Ponto de fulgor pr EN SO 3679 120 t
Teor de enxofre pr EN ISO 20844 10,0 mg/kg
pr EN SO 20884
Residuc de carbono (10% de EN ISO 10370 0.30 % (m/m)
destilado residuali)
Numero de cetano ENISO 5165 51
Cinzas sulfatadas ISO 3987 0.02 % (m/m)
Teor de Gagua EN ISO 12937 500 mg/kg
Contaminagoes totais EN 12662 24 mg/kg
Comrosd@o da l&émina de cobre ENISO 2160 1
(3h, 50°C)
Estabilidade oxidativa, 110°C EN 14112 6,0 h
Acidez EN 14104 0.50 mg KOH/g
indice de iodo EN 14111 120 g iodo/100g
Teor de dcido linolénico EN 14103 12 % (m/m)
Teor de FAME com 4 cu mais 1 % (m/m)
duplcs ligacdes
Teor de metanol EN 14110 0,20 % (m/m}
Teor de monoglicerideos EN 14105 0,80 % (m/m}
Teor de diglicerideos EN 14105 0,20 % (m/m}
Teor de triglicerideos EN 14105 0,20 % {m/m}
Glicetina livre EN 14105 0,02 % {m/m}
EN 14106
Glicering total EN 14105 25 % {(m/m}
Metais alcalinos {Na + K) EN 14108 50 mg/kg
EN 14109
Metais alcalino-terrosos PrEN 14538 50 mg/kg
(Ca+ Mg}
Teor de fésforo EN 14107 10,0 mg/kg
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Anexo B — Drafft for public comment

FoRM36
Version 4.4 March 2000

Draft for Public Comment

-‘_2
ESSRE
Head office :
389 Chiswick High Road Date:01/06/01
London W4 4AL
Telephone: 020 8996 9000
Fax: 020 89$6 7400
www.bsi.org.uk
Origin: E
Latest date for receipt of end of August 2001 Project no.: 1999/00751

Q Responsible committee: AW/11 Animal and vegetable fats and oils
Interested committees:

Draft: prEN 14103
Title: Fats and ol derivatives —Fatty acid methyl esters (FAME) — Detsrmination of ester and linolenic

acid methyl ester contents

WARNING: THIS IS A DRAFT AND MUST NOT BE REGARDED OR USED AS A BRITISH STANDARD.
THIS DRAFT IS NOT CURRENT BEYOND ITS EXPIRY DATE FOR COMMENTS.

This draft is Issued to aliow comments from interested parties; all comments will be given consideration prior to
publication. See overleaf for information on commenting.

No copying is allowed, in any form, without prior written permission from BSI except as permitted under the
o Copyright, Designs and Patent Act 1988 or for within 2 ing' for briefing purposes.
Electronic circulation is limited to dissemination by e-mail within such an ion by committee

Further copies of this draft may be purchased from BSI Customer Services, at the Head Office address above,
telephone 020 8956 9001, fax 020 8996 7001, e-mall orders@bsl.org.uk.

NOTE Eritish, international and foreign standards ara also available from Customer Services.

on the co< i i p on the above may be obtained
from the responsible committee secretary. .
Cross-refarences .
The British Standards which imp i or referred to In this draft may be found
by referring to the British Standards Online Servica on the BSI website under the ‘Intemational Relationship
Infor i s is alsa within the BS! catalogue (paper version) and the BS! Standards
Electronic Catalogue (CD).
“The Online Servics can atso be used to find on draft related to or P
publications.

o ponsible BS! y: WN AKing Direct tel: 020 7 208 5511

E-mail address:  Contact@fosfa.org
No. 28, 01/06/01 i

COPYRIGHT FEurcpean Committee for Standardization

Licensed by Information Handling Services
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. Form36
Versicn 4. March 2000

Draft for Public Comment

EEs
=
PR WL DS
Head office i
389 Chiswick High Read ‘ Date:01/08/01
London W4 4AL
Telephone: 020 8996 9000
Fax: 020 89$6 7400
www.bsi.org.uk
Origin: E
Latest date for receipt of comments: end of August 2001 Project no.: 1999/00751

0 Responsible committee: AW/11 Animal and vegetable fats and oils
Interested committees:

Draft: prEN 14103
Title: Fats and oil derivatives — Fatty acid methy! esters (FAME) — Dstsrmination of ester and tinolenic

acid methyl ester contents

WARNING: THIS IS A DRAFT AND MUST NOT BE REGARDED OR USED AS A BRITISH STANDARD.
THIS DRAFT IS NOT CURRENT BEYOND ITS EXPIRY DATE FOR COMMENTS.

This draft is Issued to aliow comments from interested parties; all comments will be given consideration prior to
e f for on

No copying is aliowed, in any form, without prior written permission from BSI except as permitted under the

Q Copyright, Designs and Patent Act 1988 or for within 2 for briefing purposes.
Electronic cireulation Is limited to dissemination by e-mail within such an ion by i

Further copies of this draft may be purchased from BSi Customer Services, at the Head Office address above,
telephone 020 8996 9001, fax 020 8996 7001, e-mall orders@bsl.org.uk.

NOTE Eritish, international and forelgn standards are also available from Customer Services.

on the i i p d on the above may be obtained
from the responsible committee secretary. -
Cross-references
The British which imp or referred to in this draft may be found
by referring to the British Standards Online Service on the BSI website under the ‘Intemational Relationship'
Infor . This is also within the BS! catalogue (paper version) and the BS! Standards
Electronic Catalogue (CD).
“The Online Service can aiso be used to find on draft related to or p
publications.

® ible BSI v: WN AKing Direct tel: 020 7 208 5511

E-mail address:  Contact@fosta.org

No. 28, 01/08/01 i

COPYRIGHT FEuropean Committee for Standardization
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The guidance given below is intended to ensure that all comments recsive efficient and appropriate

_FORM3G
Varsion 4.4 fMarch 2000

Commenting on drafts
Introduction

This draft standard Is based on European discussions in which the UK took an active part. Your
comments on this draft are welcome and will assist in the prep 1 of the British

. ifno are ived to the contrary, then the UK will approve this draft and
implement it as a British Standard. Comment is particularly on natl istative or similar
deviations that may e necessary.

Even if this draft standard is not approved by the UK, if it recelves the necessary support in Europe, the
UK will be obliged to publish the official English Language text unchanged as a British Standard and to
withdraw any conflicting standard.

UK vote

Please indicate whether you consider the UK sheuld submit a negative (with raasons) or positive vote on
this draft.

Format ' . .

¥ BEe—=t

rejected.

Each comment shall make one point only, be clearly separated from the cthers and be structured as !
follows in clause order:

e clause/sub-clause;

« paragraph/table/figure number;

« type of comment (general, technical or editorial);
o comment (with rationale);
.

proposed change.
Submission
Al its should be submi directly to the delegated secretariat at the address below, preferably
electronically via e-mail or on diskette (MS-DOS i 1.44 ). C its shouid be

compatible with Version 6.0 or Version 97 of Microsoft® Word for Windows™, if possible; otherwise
comments in ASCII text format are acceptable. Any comments not submitted electronically should still
adhere to the format requirements given above. No acknowledgement will normally be sent.

Microsoft and MS-DOS are ragistered and Windows Is & of Microsoft

Mr W N A King, FOSFA Intemational, 20 St Dunstans Hill London EC3R 8NQ

No. 28, 01/06/01 i

COPYRIGHT European Committee for Standardization

T4renesd hv  Tnformation Handlina Services



123

Anexos

i WS008 oN
‘synsad uby ABuipesisiu oy
osu Buinll 'y sy ur asn sy ut pazejuncous usag|
) aney sjisigoid snouss se pepsoddns eq jouueo
1 AN 0} jol 0)9je()] eAljewsdie ue se 4d AN 3} 40 Bsn oyt feojuyosL |  ydt puz ¥9
™ UOHOBULIOO OU YOIM
0} 10}03UU0O SUIBW B1f JBU) OS ", PEaI 0} puewry| ‘Buiffirep spasu pue snonbiqure ) uopuyeg feuoyp3 Huyep 1S} be
‘sejdurex3y
eBueyd pesodouy (efeuopes yym) Juowuion IELIO}IDS/j2oIIoS)
uoullion bk | HEEBNEY | oSmeoans
- ‘oeg ) ) ‘ol Houg
20z¥SL0L/10 ou 9da 15200/666} *0u j08f0id ‘0u yeiq
"Aieje108s GaIUILIOD S} WOY GIGE(EAR S|} 1O LYK ljqnd | pIep vBi0 [y dily
J8 SIS qam IS euj woy pepeojumop eq UES B|qe) S|Y} JO UOJBIBA JjUOI03(8 uelq Y
"SJUBLILLOCD JO LOISSILIGNS J0} B]qE} PALOERE Y} BSh Ssesld
SJUALILLOD JO UOISS|WGNS 10} ojqe |
0002 YO ¥y Uojion,
e ® ° °

COPYRIGHT European Committee for Standardization

Licensed by Information Handling Services



124

Anexos

__w

WOIS0/L0 ‘62 "ON

‘synsay ybiy Ajbuipeejsiul oy
osit Suinls 'y au up esn sy ul passjuncous usag
eAey sjliejqoud snouss se pepoddns eq jouues
“Iajewoloyd An o} ooustsjel ejsjeq| oy 2 Ue se Jajowojoyd AR du) Jo asn ey [BouyIa) |  ydesBesed puz 9
;" UORIBULI0D OU YIM
0} 10}33UU0J SULBLU 8L JEU) OS ", PEGI 0 puBLY “Buiffirep spasu pue snonbique ) uouyeq Jeuoypg uonuyep 15} 1e
‘sejdwexy
efueyo pesodoiy ejeuoRes ym) Jusuition JELICHPS/IEOUR}
woullicn 5 eas; | LB | snmodns |
- 8jeq ~Jojejuswuo) OB Hoys
202¥SL0L/10 “ou 9dQ 1500/6661 "0u yo8foid ‘ouyeiq

"Rieje0es Sapiiio au) WOy GKelEA S| ) Jo X juswwos-oligndpuawudolensp/spiepuels/sionpoudysapin'Bio tsq mmwydny

000Z (RN ¥y vojsion

.u...:ﬁ,.-.

18 SJis Gom |SE ) woy Pepeoiumop oq UEJ BIGE) S JO UOJSIBA JUOLDA]8 uelq Y

"SUBLILLOD JO UOISSILIGNS Joj BJE} POLIENE By} 85N 85E8]

SJUBLILLIOD JO UOISS|IGNS 10} ojqe)

COPYRIGHT European Committee for Standardization

Information Handling Services

Licensed by



Anexos

125

Page 2
PrEN 14103:2001

Foreword

This document has been prepared by CEN /TC 307, "Oliseeds, vegstable and animal fats and ocils and their by
products - Methods of sampling and analysis”™.

This document Is currently submitted to the CEN Enquiry.

This has been under a date given to CEN by the Eurcpean Commission and the European
Free Trade and of EU DI i

PP

For relationship with EU Directive(s), see informative annex 2, which is an Integral part of this document.

COPYRIGHT European Committee for Standardization
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Page 3
prEN 14103:2001

1 Scope

The purpose of this document Is to determine the ester content of fatty acid methyl esters intended for
incorperation into dlesel oll. it also allows to determine the linolenic acid methyl ester content.

It allows one to verify that ma su(ar content of vegetable oil methyl esters Is greater than 86,5 % by mass (M/M).

This methed is suitable ior FAME which oonlaln makhyl aa(ars beiween C,4 and Coa-
" LT

2 Normative references

This European Standard incorporates by dated or undated from other Thes:

normative refensnces are clted at the appropriate places In the text and the publications are listed hereafter. For
dated to or revisi of any of these publications apply to this European
in it by or revision. For undated references the latest edition of the

only when
publication rsferred o applies.
EN ISO 5508, Animal and vegetable fats and olls - Analysis by gas chromatography of methy! esters of fatty acids,

3 i’ﬁncipla

Determination of the percentage of mathyi esters of falty acids present In the sample by gas chromatography
according to EN SO 5508 with internal (mef

Determination of the percentage of linolenic acid methyl ester present in the sample by gas chromategraphy
accarding to EN ISO 5508.

4 Glassware

441 Screw-cap vials with PTFE-faced septa, 10 ml capacity.

42 Volumetric flask, 50 ml capacity.

4.3 Pipette, of 5 ml capacity.

§ Reagents

5.1 Heptane of analytical grade.

5.2 Methyl haptadecancsta of known purity (39 % minimum).

53 10 mg/ml methyl heptadecanocate solution : accurately welgh approximately 500 mg of methyt
heptadecanoate (5.2) in a 50 mi volumetric flask (4.2) and make up to mark with heptane (5.1).

6 Apparatus

Usual tory and, in the in EN iSO 5508.

7 Preparation of the sample

Accurately welgh approximately 250 mg of sample In a 10 m! vial (4.1), then add 5 ml of methyl heptadecancate
solution (5.3) using a graduated pipette (4.3).

COPYRIGHT Eurcpean Committee for Standardization

Licensed by Information Handling Services
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Page 4 =

PrEN 14103:2001 .
8 Chromatographic analysis

Refer to EN 1SO 5508 and to Annex A which by way of i . analysis which may be

used.

The chromatographic conditions (injected quantity, oven temperature, carrier gas pressure and spiit flow rate shail
be adjusted so as to comectly visualize the methyl ester peaks of the lignecsric {Cz4) and nervanic (Cyy,4) acids.

The integration shall be carried out as from the methyl myristate (C,4) peak up to that of the methyl ester In Cyy,q
taking all the peaks Inta conslderation, Including the minor ones.

NOTE "wmauﬂwmwnp&ﬂjamﬁnmdmmammanazmnmmamimmmmmmmnhdFAME)MNWGn”wlmdenbidd
(C18:3) and the nervonlc acid (C24:1), prasencs of fish ol in the sample can ba suspectad.

9 Expression of resuits

9.1 Determination of ester content

The ester C content, in p ge (M/M), Is using the following formuta :

Z4 is the total peak area from the methyl ester in Cy4 to that in Cpy.q

Agr Is the peak area cor 1o methyl \oate ;

Cpgr Is the cancentration, in milligrams per millilitra, of the methyl heptadecanoate solution (5.3) baing
used ;

Ver is the volume, in millilires, of the methyl heptadecancate solution (5.3) being used ;

w is the weight, In milligrams, of the sample.

NOTE 1  In the case of vegetable olls, the result of the calculation based on relative areas is considered to reprasent a .
parcentage by mass.
NOTE2 if the average of twa detarminations Is higher than 100,8 % than discard the results and verity the experimental

conditions aa well as the purity of Intemal standard by using this method to determine the estar content of a commercial o

prepared mixture.

Express the result to ane decimal place.

COPYRIGHT European Committee for Standardization
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Anexo C - Propriedades de acidos e ésteres graxos de maior
relevancia para o biodiesel

Viscosidade
Massa P.F% P.EOY Nomero de Cinemética® o
Nome trivial i Acrdnis molar (°C) {°C) cetano {40°C; mm?/s = cst) | (kg-cal/mol)
Acido caprilico {Octandico); 8:0 144,213 | 16,5 239.3 .
Metil és!; ( : 158,240 193 33,6 (98,6)° 1,165 0,99% 1313
Etil éster 172268 | -431 | 2085 137 (25°C}* 1465
Butil éster 200,322 39.6(98.7)°
Acido caprico {Decandico); 10:0 172,268 | 31,5 270 47,6 (98,0)¢ X 1453,07 (25°%)
Metil éster 186,295 224 47,2 (98,1} 1,695 1,40% 1625
Efil éster 200,322 | -20 243-5 47,9 1,99 (25°C) 1780
Propil éster 214,349 51,2 (99,4‘]e
Iso-propil éster 214,349 52,9 (98)°
Buiil éster 228,376 46,6 (97.7)°
54,6 (98,6)°
Acido laurico (Dodecandico); 12:0 200,322 | 44 131! 1763,25 (25°)
A?\j\:gi(\) eksjt:r;c ( ’ 214,349 | 5 26674 61.4(99.1)% 2,385 1,95 1940
Efil éster 228,376 | -1.8fr 163% 60,8 2,88¢ 2098
Acido miristico (Tefradecandico): 14:0 228,376 | 58 250,50 207391 (259)
Metil éster 242,403 | 18,5 2957%!1 66,2 (96,5)%; 3,233 2,69* 2254
Etil éster 256,430 | 12,3 295 73,5 2406
Butil miristato 284,484 66,9 {99.3)°
69,4 (99.0)°
Acldo paimitico (Hexadecandlco): 16:0 | 256,430 | 63 350 2384.76 (25°)
Metll ster 270,457 | 30,5 415874 | 74,5 (93,6)% 4,32): 3.60% 2550
Etil éster 284,484 | 19.3/24 | 19110 8599, 74,3 2717
Propil éster 298,511 | 20,4 190'2 93,18
Iso-propil éster 298,511 13-4 1602 85,08
Butil éster 312,538 | 16,9 82,68
2-butil éster 312,538 91,98
Iso-butil éster 312,538 | 22,5, 1998 84,89
Tracilglicerol 807,339 | 28,9 310-20 83,69 7554
66,4 8"
Acido palmitoléico (9(Z)- 254,412
Hexadecendico); 16:1 268,439 51,09 2521
Metil éster
Acido estedrico {Octadecandico); 18:0 284,484 | 71 360d 61,7 2696,12 (25°)
Metil éster 298,511 | 39 442-34 | 86,9 (92,1)% i 474k 2859
Etil éster 312,538 | 31-33,4 | 1990 101% 75,61 Si8N'4.24 3012
Propil éster 312,538 76,8 97,79
Iso-propil éster 312,538 69,9 90,99
Butil éster 326,565 | 27.5 343
2-butil éster 326,565
Iso-butil éster 326,565
Triacilglicerol 891,501 | 73 8558
Acido oléico (9(Z)-Octadecendico); 18:1 | 282,468 | 16 284'% 26574 (25°)
Metil éster 296,495 | 20 218,5° 4,45} 3,73 2828
Efil éster 310,522 216-7'% 5,50 [25°C)¥
Propil éster 324,547
Iso-propil éster 324,547
Butil éster 338,574
2-butil éster 338,574
Iso-butil éster 338,574
Triacilglicerol 885,453 | -5,5 235-40'% 8389
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- Viscosidade

Massa P.FS P.EOP Nimero de Cinemdlica® HG?
Nome trivial (sistemético); Acrénimo molar {°C) (°C) cetano {40°C; mm?%/s=cSt). | (kg-cal/mol)
Acido linoléico (92,122 280,452 | -5 229-30'¢ | 314 3,643,085 2794
Octadecadiendico}; 18:2 294,479 | =35 21520 42,2); 38,29
Metil éster 308,506 270-5'% :
Efil éster 322,533
Propil éster 336,560
Butil éster 879,405
Triaciiglicerol
Acido finolénico (92,122,152 278,436 | -11 230-27 | 204 3,27 2,65 2750
Ocfadecatriendico); 18:3 292,463 | -57/-52 | 109°%'% | 227
Metil éster 306,490 17425 26,7
Etil éster 320,517 26,8
Propil éster 324,544 28,6'
BUil éster 873,357 23
Triacilglicerol
Acido ericico {137-Docosendico); 22:1 338,574 | 33-4 265'% 7,215 5,91k 3454
Metil éster 352,601 221-2%
Efil éster 366,628 229-30°
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Anexo D - Principais acidos graxos (% m/m) de 6leos e gorduras e/ou
testados como combustiveis diesel alternativo.?

ETI I — Composicas em deidos graxos{%; m/m) -
Oleo ou gordura | ilodo | saponificagéo | 8:0 10:0 | 12:0 | 140 16:0 18:0 18:1 18:2 183 22
Babacy 1018 245256 | 2673 | 1.27.6 | 40-45| 1127 | 52-11 | 1874 | 920 | 1466
Canola 110-126 | 188193 156 | 125 | 52669 161 | B5 T
Coco 612 248265 | 4695 | 4597 | 4451 13206 75105 | 135 | 582 | 1026 | 0:02
Minho 103140 | 187198 003 | 7165 | 133 | 2043 | 39-625 |051.5
Algoddo 90119 189-198 0,615 (21,4264 215 |147:217] 467582
Linhaca 168204 | 188-196 67 | 325 | 1337 | 523 | 2660
Azeitona 7594 184-196 013 | 720 | 0550 | 55845 | 3,521
Paima 3561 186-209 004 |0524] 32475 | 3563 | 3653 | 612
Amendoim 80106 | 187196 005 | 614 | 194 |36467.1] 1343 003
Colza 94120 168-187 015 | 1-6 | 0535| 860 | 9523 | 113 | 564
Acalido 126152 | 175198 5380 | 1929 | 84231 |67.8832
AcafrGo,
rica em deido 90-100 175-195 4-8 238 | 73.6-79 11-19
oléico
Gergelim 104120 | 187195 7292 | 5877 | 3545 | 3548
Soja 117-143 | 189195 23133 | 246 |17.7-308] 49571 | 2105|003
Girassol 110143 | 186194 3576 | 1365 | 1443 | 4474
Sebo (bovino) | 3548 218235 21-69| 2537 |9.5342| 1450 | 2650

a) Esfes leos ou gorduras podem conter pequenas quantidades de outros Gcides graxos que n&o se encontram listados nesta tabela. Por exemplo, o dlec de amendoim
contém 1,2% de C20:0, 2,5% de €220, e 1,3% de C24:0 (Gunstone et al. 1994).
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Anexo E - Ficha técnica da enzima Novozym 435 cedida pelo

fabricante

Lewatit VP OC 1600

Product information

Lewatit VP OC 1600 is a macroporous, DVB-crosslinked polymer in spherical bead form, based on methacrylic

esters.

Applications

Enzyme immobilization, especially for immobilzing lipases.

General Description
lonic form (as supplied)
Functional group
Matrix

Structure

Appearance

Physical and chemical properties

Bead size* min 90%
Effective size*

Uniformity coefficient*

Fines* <0.315 mm
Coarse beads* >1.000 mm
Bulk weight

Surface area BET

Pore diameter average
Pore volume

Temperature stability
Operating pH range

Storage temperature recommended

Storability ex. delivery time

* Specification values subjected to continuous monitoring

Lewatit

mm
mm
max.
max.%
max.%
gt
m?/g
nm
mifg
°C

years

neutral
none

crosslinked methacrylate

porous beads
white, opaque

0.315-1.000
0.35-0.45
1.8
10
5
650 - 800
130
15
05
-10- 100
5-9
1-40
2

Metric - Units

Bayer <&

N
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Anexo F - Analise de BET (adsorcio de nitrogénio a temperatura de
77K) realizada em equipamento disponivel em laboratério da URI-
Campus de Erechim (Quatachome, série Nova 2200e)

e do Alto Uruguai e das Missdes
URI Campus Erechim Quantachrome
Quantachrome NovaWin2 ©1994-2003, Quantachrome Instruments v2.1 | RSTRUMEN T
Optimizing particte performance
*** This report was generated by an unaudited system =
Analysis Report
Operator:Caroline Date:2007/08/07 Operator:Caroline Date:8/27/2007
Sample ID: NOVOZYM 4353 Fil : C:\QCdata\physisorb\Nai OVOZYM 435 3.gps
o 8 Volume/Area summary
Surface Area Data
MuttiPaint BET. 8510e+01 milg #ut
Langmuir surface area 1.442e+02 m?lg
BJH .method cumulative urface.area 6.056e+01 m?/g
BJH.method urface.area 7.074e+01 m?g
DH.method i ion. surface. area. 6.165e+01 m?/g
DH.methad.cumulative desorption. surface. area. 7.184e+01 m?/g
t-methad external surface area 8.510e+01 m?/g

Pore Volume Data

Totat pore volume for pores with Radius

less.than.189.21.A at P/Po.=.0.94653: 1.988e-01ccly 0. v s MR Ll
BJH method jati pore.valume. 1.834e-01 ce/g *

BJH.methad cumulative pore.volume. 1.894e-01 cc/g

DH.methad.cumulative adsorption pore. volume: 1.799e-01 cclg

DH. methad cumulative. ion pore. valume 1.853e-01 cc/g

HK.methad lative pore volume 2.879%e-02ccig

SF.method. lative. pore. valume. 2.997e-02ccig

Pore Size Data

Average pare Radiu: 4673e+01 A
; BJH methad adsorption. pore. Radius. (Mode) 1.898e+01 A
{ BJH.method ion. pore. Radius. (Mode) 1.534e+01 A
DH.method, ion pore. Radius (Mode) 1.898e+01 A
DH.method ion pore. Radius (Made) 1.534e+01 A
DA methad pare Radius.(Mode). 9.600e+00 A
HK methad pare Radius (Mode). 5.487e+00 A
SE.method. pore. Radius (Mode) 1.001e+01 A

Total Pore Volume data |
Total Pore Volume

Total pore volume = 1.988e-01 cc/g for
pores smaller than 189.2 A (Radius)
at P/Po = 0.94654
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Uni i gi e do Alfo Uruguai e das Missdes
URI Campus Erechim Quantachrome
Quantachrome NovaWin2 ©1994-2003, Quantachrome Instruments v2.1 INSTRUMENTS
*** This report was generated by an unaudited system ***
Analysis Report
Operator:Caroline Date:2007/08/07 Operator:Caroline Date:8/27/2007
Sample ID: NOVOZYM 4353 Filename: C:\QCdatalphysisorb\NaianeiNOVOZYM 435 3.qps
Sample Desc: Comment:
Sample weight:  0.1133g Sample Volume: 01161, Sample Density  1.0000 cc/g
Outgas Time: 3.0hrs OutgasTemp:  { C D Analysis gas: Nitrogen
Analysis Time:  430.1 min End of run: 2007/08/07 18:22:08 Instrument: Nova Station B
Bath Temp: 273.0K Press. Tolerance: 0.100/0.100 (ads/des) Equil time: 60/60 sec (ads/des)
Isotherm Linear
|
\ —
=)
[ s | Des
142.00
12000 —- /;j
/
= ()
S
§ 8000 £
< )
E
3
54
40.00
0.00 H
0.00 020 0.40 0.60 0.80 1.05
Relative Pressure, P/Po
Isotherm
Relative Volume Relative Volume Relative Volume
Pressure Pressure Pressure
[ec/g] [ccig] [cc/a]
8.06400e-03 6.7103 5.97758e-01 40.9958 6.04571e-01 422682
1.58510e-02 8.4796 6.45978e-01 43.9988 5.68975¢-01 40.2293 H
2.53160e-02 9.8822 6.98323e-01 47.7009 i 5.02897e-01 36.4638
3.56480e-02 11.0488 7.47135e-01 51.9306 H 4.67241e-01 345237
4.62880e-02 12.0284 7.96651e-01 57.5969 i 4.31413e-01 32.5522
9.64030e-02 15.5074 8.46466e-01 66.4710 3.98153e-01 30.8337
1.47618e-01 18.3758 8.97321e-01 84.4695 3.56305e-01 28.7250
1.98534e-01 20.9421 9.46537e-01 1285513 3.01002e-01 25.9968
2.45444e-01 23.20583 9.11323e-01 106.4682 2.67188e-01 243137
3.02057e-01 25.8534 8.68472e-01 81.1445 2.27428e-01 223152
3.48705e-01 28.0175 8.24475e-01 65.9736 i 1.85460e-01 201514
3.95517e-01 30.3936 7.79115e-01 57.5772 i 1.43081e-01 17.8741
4.4888%-01 32.7489 7.32617e-01 522181 | 8.75600e-02 14.5626
4.95260e-01 35.4155 6.90701e-01 48.4176 H 5.49960e-02 12,1965
5.47471e-01 38.1363 6.47296e-01 45.1471 : 1.32380e-02 74773

' Report id:{258064293:20070827 17365800}Page 1 of &
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Anexo G - Exemplo de cromatograma e cdlculo de ésteres referentes as
andlises de ésteres realizadas segundo a EN 14103.
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As dreas obtidas no cromatograma acima, juntamente com as
massas e concentragdes utilizadas no preparo da amostra sdo aplicadas
na seguinte equacao:

C=(0A)—Aei x Ceix Vei x 100
Aei W

onde,

> A = drea total de picos entre os padroes C14 e C24:1.

Aei = € a drea correspondente ao pico do padrdo interno, C17:0.

Cei = é a concentragdo, em mg/mL, da solu¢do de padrio interno,
C17:0.

Vei = € o volume da solucdo de padrio interno adicionada a amostra
(mL)

W = é a massa, em mg, da amostra de biodiesel.

C = (14385068 — 2306625) x (8,428 x 5) x 100 = 88,3%
2306625 251,5




