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RESUMO

O presente trabalho analisa o0 processo de producdo de biodiesel
etandlico de 6leo de palma em reator de leito fixo, operando em modo
continuo. Para tal, foram realizados ensaios em um reator de vidro com
diametro interno de 1,56 cm, comprimento de 10,5 cm e volume total de
20 mL. O leito foi empacotado com aproximadamente 4,5 g da lipase de
Candida antartica, imobilizada comercialmente, Novozym®435. O
substrato foi composto por etanol e dleo de palma nas raz6es molares de
9:1 e 12:1, com 30% (v/v) de terc-butanol como solvente, quando
presente. O sistema foi mantido a temperatura de 50 °C. Neste trabalho
avaliou-se o efeito do tempo espacial, do uso do solvente terc-butanol e
do efeito da razdo molar entre etanol e o 6leo de palma, na conversao e
producdo de ésteres etilicos. Os ésteres etilicos foram determinados
através de cromatografia gasosa e o teor de glicerol através de técnica
utilizando periodato de sdédio. Verificou-se através dos ensaios que
dentro da faixa de tempos espaciais estudada (0,5-3 h), a produtividade
em ésteres etilicos mostrou ser maior para menores valores de tempo
espacial, sendo observado que a conversdo em ésteres etilicos se
manteve praticamente constante. Neste faixa de tempo espacial, os
rendimentos em ésteres etilicos foram maiores que 79%. A presenca do
solvente terc-butanol na reacdo causou uma maior desativacdo da lipase
Novozym®435, indicando que o uso do solvente pode ser danoso para o
biocatalisador. O uso de um excesso de etanol em relagdo ao 6leo de
palma com razdo molar superior a 9:1, ndo aumentou o rendimento em
ésteres etilicos na reagdo biocatalisada, além de causar uma maior
desativacdo no biocatalisador. Os resultados obtidos demonstraram que
0 sistema utilizado é adequado para a sintese de biodiesel em modo
continuo, sendo possivel atingir um estado estacionario em todas as
condi¢des estudadas.

Palavras-chave: biodiesel, etandlise, 6leo de palma, continuo, leito fixo,
lipase.






ABSTRACT

This work analyzes the production process from ethanolic biodiesel of
palm oil in a packed bed reactor and operating in continuous mode. To
do so, tests were conducted in a glass reactor with internal diameter of
1.56 cm, length of 10.5 cm and a total volume of 20 mL. The reactor
was packed with approximately 4.5 g of Candida antartica lipase,
commercially immobilized, Novozym®435. The substrate was formed
by ethanol and palm oil in molar ratios of 9:1 and 12:1, with 30% (v/v)
of terc-butanol as solvent, when it is present. The system was
maintained at 50° C. This study evaluated the effect on spatial time, use
of terc-butanol solvent effect and molar ratio effect between palm oil
and ethanol, in the conversion and production of ethylic esters. Ethylic
esters were determined by gas chromatography and glycerol content
through a technique using sodium periodate. It was verified through
testing that within the range of spatial time studied (0.5-3 h), ethylic
esters productivity proved to be higher for lower values of spatial time,
even when it was observed a constant conversion on ethylic esters. In
this range of spatial time studied, the yields of ethylic esters were higher
than 79%. The presence of terc-butanol solvent in the reaction caused a
greater deactivation of Novozym®435 lipase, indicating the use of
solvent may be harmful to the biocatalyst. The use of ethanol in excess
in relation to the palm oil with molar ratios greater than 9:1 did not
increase the yield on ethylic esters in the biocatalyzed reaction, and it
causes a higher deactivation in the biocatalyst. Results showed the
system used is suitable for biodiesel synthesis in continuous mode, and
it is possible to reach a steady state in all of the studied conditions.

Key words: biodiesel, ethanolysis, palm oil, continuous, packed bed
reactor, lipase.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda por derivados de petrdleo no setor
industrial, o aumento significativo nas emissfes de gases poluentes e a
previsdo de uma possivel crise energética mundial para os proximos
anos tém motivado cada vez mais o desenvolvimento de novas
tecnologias na area de geracdo de energia. Nesse contexto, 0s
biocombustiveis destacam-se como uma alternativa ao uso de
combustiveis de origem fossil, com a grande vantagem de serem obtidos
a partir de fontes renovaveis.

No cenario nacional, o biodiesel passou a despertar interesse por
volta da década de 80. Porém, a consolidacdo na matriz energética
brasileira sé aconteceu efetivamente a partir de 2004, quando o Governo
Federal langcou o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel
(PNPB). As diretrizes deste programa visam a introducdo da técnica de
producdo e o desenvolvimento socioecondmico sustentavel, destacando
0 uso do combustivel como forma de inclusdo social, incentivando a
agricultura familiar, a diversificacdo da matéria-prima e o
desenvolvimento regional das areas mais pobres do pais (PADULA et
al., 2012).

Em 2005, as refinarias e distribuidoras foram autorizadas pela Lei
11.097/05 a adicionar 2% de biodiesel no diesel (mistura chamada de
B2). Em 2008 esse percentual passou a ser obrigatério e, devido a rapida
resposta de oferta de produto, o0 governo acabou por antecipar para 2010
a aplicagdo da mistura de 5% de biodiesel ao diesel (B5), prevista
inicialmente para 2013 (PADULA et al., 2012).

Apo6s a implementacdo do PNPB, entre 2005 e 2010 houve um
aumento de 736 m® para 2,39 milhdes m> no volume de biodiesel
produzido no pais, fazendo o Brasil tornar-se o segundo maior produtor
mundial (PADULA et al., 2012)

O processo industrial mais utilizado para obtencdo do biodiesel é
a transesterificacdo de &cidos graxos de cadeia longa, presentes nos
6leos e gorduras, juntamente com metanol. Os produtos obtidos
majoritariamente nesta reacdo sdo 0s mono-alquil ésteres de &cidos
graxos e a glicerina. Esse processo é realizado com o auxilio de
catalisadores homogéneos alcalinos ou &cidos, sendo os alcalinos os
mais empregados em processos industriais (DERMIBAS, 2008).
Embora esta rota apresente um alto rendimento, o metanol é de origem
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fossil e a utilizacdo de catalisadores homogéneos leva a um produto de
dificil purificacdo, aumentando as etapas do processo de producdo do
biodiesel (KNOTHE et al., 2005). Por esse motivo, a utilizacdo de
etanol vem sendo investigada, principalmente no Brasil, que apresenta
uma producéo ja consolidada, além de ser um produto obtido de fontes
renovaveis, tornando o processo de obtencdo de biodiesel totalmente
independente do petréleo.

A catélise heterogénea tem se apresentado como uma boa opcao
em substituicdo a catalise homogénea. As reagdes que utilizam este tipo
de catalisador geram produtos mais limpos, necessitando de poucas
etapas no processo de purificacdo, além de oferecerem a vantagem de
separacdo e reutilizacdo do catalisador. Dentre os catalisadores mais
empregados na producdo de biodiesel via catalise heterogénea, podem-
se citar as zeolitas basicas, Oxidos, carbonatos de metais alcalinos
terrosos e enzimas (NIGAM et al., 2011; CHOUHAN et al., 2011).

A producdo de biodiesel via catdlise enzimatica tem atraido
especial atencdo de diversos grupos de pesquisa nos ultimos anos
(NIGAM et al., 2011), pois a possibilidade de se obter produtos através
de processos menos agressivos, tanto para 0 homem quanto para 0 meio
ambiente, é um dos grandes objetivos do desenvolvimento de novas
tecnologias. Os catalisadores enzimaticos possibilitam a realizacdo de
reacdes mediante condi¢Ges brandas, apresentam especificidade nas
reacbes que catalisam e, devido ao seu carater bioldgico, séo
biodegradaveis, auxiliando na redugdo do impacto ambiental (XU et al.,
2000; ZHANG et al., 2010) e sendo, por estes motivos, adequados para
0 uso em processos mais limpos. Este tipo de catalisador tem sido
utilizado especialmente em reatores de leito fixo, com resultados
satisfatorios, principalmente no que se diz respeito a processos de
operacdo em modo continuo (DOSSAT et al., 1999; SHAW et al., 2008;
HALIM et al., 2009)

Os reatores de leito fixo sdo tradicionalmente empregados na
maioria dos processos biotecnoldgicos conduzidos em larga escala,
oferecendo vantagens como a alta eficiéncia, facilidade de construcédo e
operacgdo. Esse tipo de configuragdo é adequado, principalmente, para o
uso de lipases, pois a superficie de contato entre a reacéo e o catalisador
torna-se maior, além de evitar danos na superficie da lipase, causados
pela tensdo de cisalhamento que reatores de tanque agitado causam
(BALCAL etal., 1996; HALIM et al., 2009).

No entanto, por mais interessante que a producéo de biodiesel via
catélise enzimética se mostre, este tipo de processo ainda enfrenta
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algumas barreiras relacionadas ao seu uso em larga escala
(PENTEADO, 2005), necessitando de investimentos e esfor¢os para
torna-los possiveis de implantacéo.

Atualmente, muitos grupos de pesquisa brasileiros tém se
empenhado no aprimoramento de técnicas e na busca de novas
estratégias na producio de biodiesel via catalise enzimatica (DA ROS,
2010; SIMOES, 2011). Dentre eles, o grupo de pesquisa em Engenharia
Bioquimica da Universidade Federal de Santa Catarina, que tem
desenvolvido trabalhos na éarea de producdo de biodiesel a partir da
transesterificacdo de Oleos vegetais utilizando etanol e lipases como
catalisador, em reatores operando em modo continuo (DORS, 2011).

Os resultados obtidos até agora foram bastante satisfatorios,
demonstrando o grande potencial que essa area de estudo possui,
motivando a realizagdo desta pesquisa. Buscando estabelecer um
processo atrativo economicamente e que valorize os produtos nacionais,
foram selecionadas como matérias-primas para este trabalho o etanol e o
Oleo de palma, que apresentam grande disponibilidade, além de
possuirem um processo de producdo e cultura agricola ja estabelecidos
no pais. Diante disto, o objetivo principal deste trabalho foi analisar o
processo de obtencdo de biodiesel a partir da reacdo entre etanol e 6leo
de palma catalisada pela lipase Novozym®435, em reator de leito fixo
operando em modo continuo.

Como objetivos especificos da pesquisa tém-se:

e Avaliar a influéncia do tempo espacial em relacdo a
produtividade e rendimento experimental nas reagBes de
etandlise enzimatica de 6leo de palma, catalisadas pela lipase
Novozym®435, visando o aumento da eficacia da sintese de
biodiesel;

e Realizar estudos preliminares sobre a influéncia da presenca e
auséncia do solvente terc-butanol no sistema em relacdo a
producdo de ésteres etilicos e ao desempenho global da reacéo
de transesterificacao;

e Avaliar o efeito da razdo molar entre o etanol e o 6leo de palma,
em relacdo a producdo de ésteres etilicos;

e Relacionar a quantidade de glicerol formado ao desempenho da
reacdo de sintese de biodiesel produzido nas diferentes
condi¢des testadas;

e Auvaliar a influéncia do tempo espacial, da razdo molar entre o
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etanol e o 6leo de palma e do solvente terc-butanol em meio
reacional na atividade e estabilidade da lipase Novozym®435.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma revisao bibliografica sobre
0s principais temas relacionados a este trabalho. Primeiramente sera
realizada uma abordagem sobre o atual cenario do biodiesel e a
importancia das fontes renovaveis de energia, a seguir as principais
matérias-primas e 0s processos empregados na producdo de biodiesel.
Um enfoque especial sera dado aos processos de obtengdo de biodiesel
via catalise enzimatica, as principais configuracbes de reatores
utilizados e modos de operacdo e demais aspectos técnicos relacionados
a este tipo de processo.

2.1 O biodiesel no cenéario nacional

Nos ultimos anos, a producéo de biocombustiveis vem adquirindo
forcas no cenario mundial. Impulsionado por uma grande demanda
energética decorrente do desenvolvimento tecnoldgico, pelos elevados
indices de emissdo de gases nocivos, aquecimento global e pela
preocupacdo com um possivel esgotamento das fontes de energia féssil
(carvao, petréleo e o gas natural) (FERRARI, et al., 2005; DEMIRBAS,
2005), o desenvolvimento de novas tecnologias a partir de fontes
renovaveis de carbono tem se intensificado, criando boas perspectivas
para os biocombustiveis.

O biodiesel possui um grande potencial como alternativa ao uso
de oleo diesel. Do ponto de vista ambiental, apresenta uma série de
vantagens sobre o combustivel convencional: a matéria-prima utilizada
para sua producdo tem origem nas fontes renovaveis como 6leos
vegetais, gorduras animais e residuos domésticos; a reducdo de emissoes
de gases como monoxido e dioxido de carbono, didxido de enxofre e
particulados, além de ser biodegradavel, atéxico e de manuseio seguro
(LUKOVIC et al., 2011; APOSTOLAKOU et al., 2011; ATABANI et
al., 2012). Porém, o alto custo do biodiesel em relacéo ao diesel mineral
ainda é um empecilho para sua comercializagdo, sendo que o maior
custo no processo esta relacionado com o preco da matéria-prima (6leos
e gorduras), podendo chegar a um percentual de 70 a 95% do custo total
de producdo (YUSUF et al., 2011; DEMIRBAS et al., 2011).

Atualmente, existe uma preocupacéo de diversos paises e blocos
econdmicos pela insercdo do biodiesel em suas matrizes energéticas. As
bases desta insercdo se apoiam em um tripé, composto por: 1) ambiente:
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melhoria das condic@es climaticas por reducdo das emissdes e utilizagdo
de CO, pela matéria-prima; 2) social: desenvolvimento rural associado a
producdo de matéria-prima e 3) energia: independéncia de consumidores
produzindo sua propria energia (QUINTELA et al., 2009). No Brasil, 0
biodiesel passou a fazer parte da matriz energética a partir de janeiro
2005, quando entrou em vigor a Lei n° 11.097 (BRASIL, 2005).
Segundo relatérios mensais disponibilizados pela ANP, no ano de 2011
a matriz nacional ja contava com 65 plantas autorizadas para producao
de biodiesel, correspondendo a uma capacidade total de
18.727,95 m*dia™. Destas 65 plantas, 60 possuem autorizacdo para
comercializacdo do biodiesel produzido. Existem, ainda, 10 novas
plantas de biodiesel autorizadas para construgdo e 8 para ampliacdo da
capacidade, aumentando a capacidade total em 4.877,79 m® dia® (ANP,
2011).

Desde 1° de janeiro de 2010, todo o éleo diesel comercializado
em territrio nacional passou a apresentar 5% (v/v) de biodiesel em sua
composicdo, chamado de biodiesel B5. Esta norma foi estabelecida
através da Resolugdo n°6/2009 do Conselho Nacional de Politica
Energética (CNPE, 2009), sendo esta composicdo a aplicada em boa
parte dos paises da Unido Europeia (NIGAM et al., 2011). Tendo como
objetivo aumentar esta porcentagem, muitos paises tém investido na
ampliacdo de suas plantas. O Brasil, ja esta trabalhando a favor deste
crescimento, aumentando ano apdés ano a capacidade produtiva. A
Figura 1.1 apresenta a evolu¢do da produgdo anual de biodiesel em
territério brasileiro, juntamente com a capacidade nominal acumulada
autorizada pela ANP e a demanda compulséria de biodiesel (ANP,
2011).

O Brasil possui um potencial imenso para continuar expandido o
seu mercado de energias renovaveis. Suas condicBes climaticas, sua
localizagdo geogréafica e sua disponibilidade de energia solar e de
tecnologia sdo vantagens que contribuem para consolidar o pais como
lider no setor de bioenergia, especialmente no mercado de bioetanol e
biodiesel (Queiroz et al., 2012). A grande biodiversidade existente no
pais propicia inimeras alternativas de matéria-prima para producéo de
biodiesel, que estimulam os avancos em pesquisa e desenvolvimento
nesta area.
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Figura 0.1- Evolugdo anual da producgdo, capacidade nominal autorizada pela
ANP e demanda compulséria de biodiesel em territério brasileiro.
Fonte: ANP (2011).

2.2 Aspectos técnicos

H& muitos anos os 6leos vegetais tém sido alvo de pesquisa no
setor de geracdo de energia. Embora possuam um elevado poder
calorifero e alto indice de cetano, a utilizacdo destes 6leos in natura
diretamente nos motores projetados para funcionar a dleo diesel, pode
acarretar uma série de problemas, tais como carbonizacdo e depdsitos
nos hicos injetores. A alta viscosidade dos 6leos vegetais é a principal
causa destes problemas, com valores aproximadamente dez vezes
maiores que a viscosidade do dleo diesel (SCHWAB et al., 1987;
COSTA, 2005; FRANCO et al, 2011). Outras caracteristicas como a
baixa volatilidade e reatividade das cadeias de hidrocarbonetos
insaturados também sdo pontos negativos em relagdo a utilizacdo dos
o6leos vegetais como liquidos combustiveis (DEMIRBAS, 2005).

Os 4cidos graxos esterificados juntamente com o glicerol
utilizados possuem uma cadeia carbénica de tamanho entre 10 e 18
atomos de carbono (com ou sem insaturacdo). A composicdo quimica
dos 6leos vegetais se reflete em propriedades como densidade, faixa de
destilagdo, poder calorifero, viscosidade, ponto de fluidez e nimero de
cetano. O poder calorifero determina a poténcia maxima a ser atingida
pelo motor em operacdo. JA o indice de cetano define o poder de
autoinflamacéo e combustdo do 6leo, definindo o desempenho global do
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motor, determinado pela partida a frio, ruido e gradiente de pressdo
(COSTA NETO et al., 2000). O ponto de névoa relaciona-se com a
temperatura inicial de cristalizacdo do 6leo e com a viscosidade interna
de escoamento de um liquido (KNOTHE, 2005; ROBLES-MEDINA et
al., 2009).

Os valores relativos a essas propriedades assemelham-se, em sua
grande maioria, aos valores do 6leo mineral. No entanto, o ponto de
névoa e a viscosidade dos Gleos vegetais sdo muito superiores. Para
corrigir estes parametros, transformacdes quimicas podem ser realizadas
nos Oleos vegetais, gerando um produto com propriedades
fluidodindmicas semelhantes as do 6leo diesel mineral. Este produto
obtido é totalmente miscivel ao 6leo mineral, podendo ser utilizado em
motores que operam a diesel, sem necessidade de alteracdo de projeto
(ROBLES-MEDINA et al.,, 2009; YUSUF et al.,, 2011). Dentre as
técnicas mais conhecidas para modificacdo dos Oleos vegetais,
destacam-se a  microemulsificacdo, diluicdo, pirdlise e a
transesterificagdo (ATABANI et al., 2012).

Das técnicas listadas, o método mais empregado para a
transformacdo de Oleos e gorduras é a transesterificacdo dos acidos
graxos com um alcool, que pode ser metanol ou etanol. Os produtos
obtidos desta reacdo sdo o mono-alquil éster de &cido graxo,
popularmente conhecido como biodiesel e a glicerina.

2.3 Principais matérias-primas para producao de biodiesel
2.3.1 Oleos e gorduras

Os oOleos vegetais e gorduras animais sdo constituidos,
majoritariamente, por triacilglicer6is (TAG, também chamados de
triglicerideos). Os TAG sdo ésteres de acidos graxos com glicerol
(1,2,3-propanotriol, também conhecido como glicerina). Os TAG de
6leos vegetais e gorduras animais contém diferentes tipos de acidos
graxos (AG). Os diferentes AG contidos nos TAG revelam o perfil de
AG (ou composigdo de AG) de 6leos vegetais e gorduras animais. Como
cada AG apresenta propriedades quimicas distintas, o perfil de AG &,
provavelmente, o parametro de maior influéncia sobre as propriedades
dos 6leos vegetais e gorduras animais de onde se originam (KNOTHE,
2005).

Nos dltimos anos, a utilizacdo de 6leos vegetais como matéria-
prima para a produgdo de biocombustiveis tornou-se bastante atrativa.
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Esse interesse tem por base algumas vantagens como, por exemplo: sua
origem renovavel, sua disponibilidade, seu baixo teor de enxofre e a
presenca de compostos aromaticos em sua composicdo, sua
biodegradabilidade e facil portabilidade, minimizando riscos de
explosdes.

O Brasil possui em seu territério uma extensa diversidade de
matéria-prima oleaginosa. Estima-se que 0 pais possua na sua extensao
territorial aproximadamente 200 espécies de oleaginosas com potencial
para producdo de biodiesel (PENTEADO, 2005; CARRAMENHA,
2007). A Figura 2.2 mostra as principais culturas utilizadas para
producdo de biodiesel em cada regido do pais.

NORDESTE

Algodao Babagu Dendé 4 Macauba Soja
i M ey Fhek of
Mamona

> Cana
%Amenﬂnim %‘1 Sugar Cane & Gir: @ Castor
Peanut W Sunflower

Figura 0.2- Principais culturas oleaginosas para producdo de biodiesel, de
acordo com a regido de cultivo.
Fonte: BIODIESELBR, (2012).

A escolha da matéria-prima para producdo de biodiesel deve
atender a fatores como: o teor de 6leo vegetal e o processo de extracdo;
a produtividade por area; o equilibrio agronémico; a atencéo a diferentes
sistemas produtivos; o ciclo de vida da planta; a adaptac&o territorial e o
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impacto socioambiental de seu desenvolvimento (ATABANI et al.,
2012).

Além dos OGleos vegetais, outras fontes lipidicas podem ser
empregadas na sintese de biodiesel, tais como: gorduras animais
resultantes do abate de gado, aves e suinos; 6leo de fritura, provenientes
de cozinhas domésticas e industriais; e, mais recentemente, O6leos
obtidos a partir de microalgas (SUAREZ et al., 2009).

2.3.1.1 O bleo de palma

Atualmente, a palma, mais conhecida como Dendé, é considerada
a oleaginosa com maior potencial para producéo de biodiesel. O 6leo de
palma possui vantagens no que diz respeito ao seu uso com fins
energéticos, tais como: 1) possui propriedades fisico-quimicas similares
ao Oleo diesel; 2) alta produtividade e potencial para producdo em larga
escala; 3) possui producdo ao longo do ano todo e 4) o Brasil ja possui
tecnologia apropriada para aumentar a area plantada desta cultura
(FURLAN et al., 2004).

A produtividade da palma é de cinco a dez vezes maior do que a
produtividade de qualquer outro cultivo comercial de 6leo vegetal. Por
apresentar um rendimento anual em O6leo de aproximadamente
3700 kg ha™*, considerado alto quando comparado com rendimentos de
389 kg ha™ para o 6leo de soja e de 857 kgha™ para o 6leo de
amendoim (BIODIESELBR, 2012), a palma apresenta uma grande
viabilidade e potencial para ser a fonte do éleo do biodiesel nacional.
Mesmo com esta alta produtividade, o Brasil ainda explora muito pouco
0 6leo de palma, devido ao fato de necessitar de varios anos de
investimento e com retorno a longo prazo, pois a palmeira s6 comeca a
dar frutos ap6s quatro anos de seu plantio (TORRES, 2000).

Percebendo esse potencial e visando estimular a exploracéo
consciente da palma, o Ministério da Agricultura, em parceria com o
Ministério do Meio Ambiente e com a Casa Civil, langou, em maio de
2010, o Programa de Producéo Sustentavel da Palma de Oleo no Brasil.
O objetivo deste programa € incentivar o desenvolvimento, garantindo
que a producédo do 6leo de palma ndo prejudique a Floresta Amazodnica,
regido onde se encontra a maior parte da palma brasileira. O Programa
abrange os Estados da Amaz6nia Legal e, adicionalmente, os estados
gue possuem potencial para a producdo, devido as suas condicOes
climaticas: Bahia, Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Espirito Santo e Rio
de Janeiro. O programa selecionou uma area de 31milhGes de hectares
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gue ja sofreram desmatamento e degradacdo que poderiam utilizar a
palma para reflorestamento, fazendo seu cultivo sustentavel. Os
produtores garantirdo através do programa a obtencdo de crédito,
treinamento e acesso as novas tecnologias (SILVEIRA, 2010).

O cultivo do dendé acontece em regides tropicais, onde a
temperatura média anual é de 25°C, indices pluviométricos anuais
superiores a 2500 mm e insola¢do de mais de 1500 h/ano. As areas de
cultivo devem possuir boa drenagem solo espesso e plano. O ciclo de
vida do dendé é longo, podendo atingir entre 25 a 30 anos
(PENTEADO, 2005; CARRAMENHA, 2007, QUEIROZ et al., 2012).
A Figura 2.3 mostra a palmeira, o cacho e o fruto do dendé.

Figura 0.3- Palmeira, cach e fruto do dendé, da esq-uerda para a direita
Fonte: PANORAMIO (2012), BAHIA FLANEUR (2010) E BIBLIOTECA DA

CAPOEIRA (2011).

O fruto do dendé produz dois tipos de dleo: o 6leo de dendé ou
palma, extraido da parte externa do fruto (mesocarpo) e o 6leo de
palmiste, extraido das sementes (CARRAMENHA, 2007). Os dois tipos
de 6leo sdo extraidos através de processos diferentes.

O 6leo extraido do fruto da palma possui aplicacdes em inimeros
setores. Na industria alimenticia é utilizado em substituicdo para
gorduras trans em produtos como margarinas, biscoitos, tortas e
sorvetes. Na industria de higiene e limpeza ¢ utilizado em cosméticos,
sabdes, sabonetes e detergentes. Na industria quimica produtos como
lubrificantes, dleos, glicerina e varios tipos de &cidos possuem o 6leo de
palma em sua composicdo. O seu uso mais recente esta direcionado ao
setor de biocombustiveis. Diante desta grande versatilidade, o 6leo de
palma é atualmente o mais comercializado no mundo (SUFRAMA,
2003; TUPINAMBA, 2012).
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2.3.2 Alcool

Os alcodis mais empregados na sintese de biodiesel sdo os de
baixa massa molecular e cadeia curta, como metanol e etanol. Alcoo6is
secundarios e superiores como propanol, butanol e alcool isoamilico
também podem ser utilizados como agente acilante na sintese de
biodiesel, gerando produtos com um maior ponto de fluidez. No entanto,
0 alto custo destas substancias, em relacdo ao metanol e ao etanol,
tornam  sua utilizacdo  impratichvel em  escala industrial
(STAMENKOVIC et al., 2011).

O metanol é o alcool mais aplicado na sintese de biodiesel na
reacdo de transesterificacdo. Além de apresentar um valor de mercado
relativamente baixo, este alcool apresenta uma alta reatividade, fruto da
sua cadeia carbbnica curta e alta polaridade, gerando um alto
rendimento em ésteres em pouco tempo de reacdo. Porém, o metanol é
um alcool téxico, venenoso e de origem féssil (derivado do petréleo),
caracteristicas que sdo desfavoraveis ao processo (ROMERO et al.,
2011; FELTES et al., 2011).

O etanol obtido a partir da cana-de-aglcar, por sua vez,
representa uma alternativa ao uso do metanol, principalmente no Brasil.
Sendo o pais o maior produtor mundial de etanol e considerando que,
aproximadamente, 50% do metanol consumido €é importado
(PETROBRAS, 2011), a rota etilica representa uma diminui¢io nas
custas do processo. Outras caracteristicas como a baixa toxicidade do
etanol e a producéo a partir de fontes renovaveis através do processo de
fermentagdo, somam pontos extras para sua aplicacdo (ROBLES-
MEDINA et al., 2009; YUSUF et al., 2011).

Embora ainda ndo seja aplicada industrialmente, a producéo de
biodiesel pela rota etilica tem sido alvo de pesquisa e desenvolvimento
de diversos trabalhos (HSU et al., 2004; TONGBORIBOON et al.,
2010; STAMENKOVIC et al., 2011). Em termos reacionais, a reacio
etilica é mais complexa do que a metilica, exigindo um ajuste reacional.
Entretanto, adequando as quantidades estequiométricas entre éleo e o
alcool, além das condigdes operacionais como temperatura, agitacao e
tempo espacial, pode-se obter um biodiesel com qualidade semelhante
em ambas as rotas (CARRAMENHA, 2007).

Comparativamente, os ésteres de etila apresentam uma maior
viscosidade, menor ponto de névoa e menor ponto de fluidez em relagéo
aos ésteres metilicos. O carbono extra, adicionado ao esqueleto do éster
etilico proveniente do etanol, confere um maior poder calorifero e indice
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de cetano em relacdo aos ésteres metilicos. Adicionalmente, a queima
destes ésteres promove uma reducdo nas emissdes de NOX, causando
um impacto ambiental que os ésteres metilicos (DA ROS et al., 2009).

2.4 Producao de biodiesel por transesterificacdo

O processo industrial mais utilizado para obtencdo do biodiesel
é a transesterificacdo de acidos graxos de cadeia longa, presentes nos
6leos e gorduras utilizadas como matéria-prima, juntamente com
metanol. Os produtos obtidos majoritariamente nesta reacdo Sdo 0sS
mono-alquil ésteres de acidos graxos e a glicerina. Esse processo €
realizado com o auxilio de catalisadores alcalinos, acidos ou enziméticos
(DEMIRBAS, 2008). A Figura 2.4a mostra a reacdo geral de
transesterificacdo de TAG com um &lcool, formando ésteres alquilicos e
glicerol. A Figura 2.4b descreve as reagdes consecutivas e reversiveis
que sofrem os TAG durante a reagao.

Os indices Ry R, e Rs, na Figura 2.4, representam o0s
hidrocarbonetos de cadeias alquilicas longas cuja composicdo varia de
acordo com o 6leo vegetal ou gordura animal utilizada, e o R’ representa
o tipo de alcool utilizado. A reacdo apresentada descreve a formagéo de
ésteres e glicerol em uma reacdo que ocorre em trés etapas consecutivas.
Na primeira, ocorre a conversdo do TAG em diacilglicerol (DAG), logo
apos o DAG é convertido em monoacilglicerol (MAG) e, finalmente, o
MAG passa para glicerol, fornecendo uma molécula de éster em cada
etapa. No final da reacdo, tém-se no total, uma molécula de glicerol e
trés moléculas de éster. Os MAG e DAG sdo produtos intermediarios da
reacdo (KOMERS et al., 2001; KNOTHE et al., 2005).

A reacdo de transesterificacdo é reversivel. Porém a presenca do
glicerol, que é insolGvel no produto formado, leva & formacéo de um
sistema bifasico, fazendo com que reacdo reversa ndo ocorra ou possa
ser considerada negligenciavel. Apesar disto, um excesso alcodlico
costuma ser utilizado a fim de forcar a reacdo a ocorrer no sentido direto
(KNOTHE et al., 2006, ROMERO et al., 2011).

Entre os fatores que devem ser considerados na reacdo de
transesterificacdo estdo: o efeito da razdo molar entre o alcool e o dleo;
0 teor de &cidos graxos livres (AGL) na composicdo do O6leo; a
guantidade de agua presente no 6leo; o tempo de reagdo e a temperatura.
O tipo de catalisador selecionado também altera o processo em termos
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de eficiéncia e na qualidade dos produtos e coprodutos obtidos (NIGAM
etal., 2011; ATABANI et al., 2012)
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Figura 0.4- Transesterificagdo de TAG com alcool. (a) Reagdo global e (b)

reagBes consecutivas

Fonte: Adaptado Fukuda et al. (2001)

A catdlise alcalina é a rota mais utilizada na producdo de
biodiesel, sendo que 0s processos industriais, em sua quase totalidade,
sdo conduzidos por esta rota. Este processo catalitico fornece um alto
rendimento em ésteres em um baixo tempo reacional, sendo mais
indicadas para 6leos com baixo teor de AGL. Um alto indice de AGL na
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presenca de um catalisador alcalino pode levar a formacdo de sabdes,
que dificulta a separacdo do biodiesel e glicerol. Neste caso, quando se
tem um elevado indice de AGL, a catalise acida é mais eficiente
(NIGAM et al., 2011). Geralmente, a catalise 4cida resulta em uma taxa
de conversdo de TAG inferior a catélise alcalina, requerendo
guantidades maiores de catalisador e relacdes entre alcool e dleo.
Adicionalmente, os tempos de reacdo sdo mais longos, além de
possuirem um consumo energético maior (SOUZA, 2006;
STAMENKOVIC et al., 2011). Estes catalisadores atuam em um meio
homogéneo, condi¢do que acarreta problemas na etapa de separacdo e
purificacdo dos produtos e coprodutos, necessitando um ndmero maior
de etapas e gerando mais residuos (SAKAI et al., 2009; CHOUHAN et
al., 2011).

Os catalisadores heterogéneos vém sendo largamente estudados.
Esta rota catalitica apresenta algumas vantagens como permitir a facil
separacdo do catalisador do meio reacional e sua consequente
reutilizaco. Dentre os catalisadores heterogéneos mais investigados
destacam-se as zedlitas basicas, os 6xidos e 0s carbonatos de metais
alcalinos terrosos e as enzimas, especialmente as lipases (NIGAM et al;
2011).

Como uma alternativa para contornar o0s problemas
relacionados aos catalisadores convencionais, a aplicacdo da catalise
enzimatica vem sendo amplamente investigada. A abordagem
enzimatica para a modificacdo de 6leos e gorduras se beneficia da
especificidade de algumas lipases, gerando produtos com um alto grau
de pureza, reduzindo os custos relativos as etapas de purificacdo do
produto. Em geral, as enzimas atuam na faixa de temperatura entre 40-
60 °C, e devido a estas condi¢des brandas de operacdo, problemas como
a oxidacdo do Oleo sdo evitados, além de se ter uma economia
energética no processo. Além do mais, os produtos obtidos por catalise
enzimatica apresentam um alto grau de pureza, diminuindo as etapas de
purificacdo e tratamento de residuos (FELTES et al., 2011; GOG et al.
2012).

No entanto, a utilizacdo da catalise enzimatica em processos
industriais ainda enfrenta uma série de dificuldades, principalmente na
indUstria de biodiesel. A maior barreira € sem ddvida o alto custo das
enzimas frente aos catalisadores inorgénicos. A baixa estabilidade de
algumas enzimas em relacdo aos alcodis de cadeia curta e da presenca
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do glicerol também é observada (SEVERAC et al. 2011; FELTES et al.
2011).

Em funcdo do potencial dos catalisadores enzimaticos em
processos biotecnolégicos, novas propostas tém sido pesquisadas com o
objetivo de viabilizar o seu uso, aperfeicoando os sistemas operacionais
a fim de buscar solugdes para minimizar os aspectos desfavoraveis
relacionados a sua utilizacéo.

2.4.1 Lipases como catalisadores

As lipases (triacilglicerol acilhidrolases E.C.3113) sdo enzimas
hidroliticas encontradas em diversos organismos, incluindo animais,
plantas, fungos e bactérias.

As lipases atuam sobre ligacfes éster presentes em TAG gerando
moléculas de MAG, DAG, AGL de cadeias longas e glicerol. Além do
mais, sd0 a Unica classe de enzimas capazes de agir na interface
agua/éleo (SHARMA et al., 2001; SALIHU et al. 2012). Por possuirem
a capacidade de catalisar reacfes de esterificacdo, transesterificacdo
(aciddlise, interesterificacdo, alcodlise), amindlise, tiotransesterificacao,
em solvente organico anidro, sistema bifasico e em solucdo micelar com
alta especificidade (FABER, 1997; VOET et al., 2000), as lipases
oferecem uma grande possibilidade de aplicagdo em diversos setores
como na industria alimenticia, farmacéutica, quimica fina, tratamento de
aguas e bioenergia, especialmente na produgéo de biodiesel (SALIHU et
al., 2012).

Sua utilizacdo torna-se favoravel nestas areas de pesquisa por ndo
requerem cofatores, atuarem em uma faixa de pH relativamente grande,
serem muito estaveis neste meio e apresentarem especificidade,
regiosseletividade, quimiosseletividade e enantiosseletividade (SHAH et
al., 2009).

2.4.2 Producdo de biodiesel por transesterificacédo enzimatica

Nos processos enziméaticos de produgdo de biodiesel, alguns
fatores sdo considerados essenciais para se atingir uma boa
produtividade e viabilidade econfmica, conforme demonstrado na
Figura 2.5. O primeiro passo deve considerar a sele¢do da matéria-prima
e a preparacdo de lipase. Segue-se com a selecdo de um solvente
organico, a determinacdo da razdo molar entre o alcool e o dleo, a
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temperatura, o teor de &gua, o pH do microambiente da lipase e a
concentracdo de glicerol (ANTCZAK et al., 2009).

Escolhadali
Lipase

x Escolha dos substratos

Y

(6leo e alcool)

VAN

Sistema com Sistema sem

solvente orgénico solvente orgénico

Parametros * l
basicos Razdo molar do substrato

(&lcool: 8leo/gordura)

v

Concentraco
Teor de de glicerol

dgua

Subparimetros Adltivos pH do microambiente
especificos lipase

Figura 0.5- Parametros que afetam a reagdo de transesterificagéo enzimatica.
Fonte: adaptado de Antczak et al. (2009).

¢ Selecdo da lipase: Para serem adequadas ao uso na sintese de
biodiesel, as lipases devem apresentar algumas caracteristicas tais como:
capacidade de utilizar os MAG, DAG e TAG, assim como os AGL
presentes na reagdo; baixa inibicdo frente ao substrato e componentes
presentes no meio reacional; alta atividade e altos rendimentos em meios
ndo aquosos; curto tempo de reacdo, possibilidade de reutilizacdo da
enzima imobilizada e resisténcia a temperatura (BAJAJ et al., 2010).

Lipases de diferentes fontes demonstram especificidade para
diferentes substratos. A especificidade das lipases utilizadas na sintese
de biodiesel refere-se a sua regioespecificidade e especificidade em
relacdo ao tamanho da cadeia de hidrocarbonetos de cidos graxos. A
maioria das lipases pode ser classificada em dois grupos: 1) Especificas:
sn-1,3- especifica, que hidrolisa a ligacdo éster nas posi¢cdes R; e Rz do
TAG e Sn-2- especifica que hidrolisa a ligacao éster nas posigdes R, e
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2) Nao especificas: ndo fazem a distin¢do entre as posicdes do éster
(ANTCKZAC et al.,2009; TONGBORIBOON et al., 2010).

e Solventes: A adi¢do de solventes no meio reacional auxilia de
forma positiva a reacdo de transesterificagdo. O solvente atua
diminuindo a viscosidade do 6leo vegetal e auxiliando a solubilizacdo
do alcool com os TAG, evitando que ocorra a separacdo de fases (TAN
et al., 2010; XU et al, 2000; ZHANG et al. 2010).

Entre os solventes mais utilizados, destacam-se o hexano, o
heptano, o terc-butanol e o isopropanol. Laane et al. (1987) descreveu a
influéncia da polaridade e hidrofobicidade dos solventes organicos na
catélise enzimética em relacdo ao seu coeficiente de parti¢do no sistema
octanol/agua, o log P. Segundo o autor, o melhor solvente organico
garante aos substratos uma boa solubilidade e mantém a atividade
enzimatica. Solventes com um log P menor apresentam uma maior
polaridade e uma maior solubilidade diante do substrato, o que auxilia
na transferéncia de massa na rea¢cdo. Em muitos casos, uma mistura de
diferentes solventes pode ser empregada (ANTCKZAC et al., 2009;
CHATTOPADYUAY etal., 2011).

Li et al.(2010) observaram este efeito ao estudar a metandlise do
6leo da espécie stillingia catalisada pelas lipases Novozym®435 e
Lipozyme TL IM (Thermomices lacuginosus) na presenca de solventes
organicos com diferentes polaridades. O autor relata que, embora
solventes com log P inferior a 2,0 sejam inadequados para sintese
organica, os melhores resultados foram obtidos com solvente cujo log P
encontra-se na faixa entre 1,4-1,52, como o terc-butanol, acetonitrila,
terc-pentanol, tetrahidrofurano e 1-4-dioxano. Rendimentos menores
foram observados em solventes mais hidrofobicos, com log P superiores
a 2,0, como o n-hexano e n-heptano. Estes resultados mostraram que
solventes mais polares, como o terc-butanol, dissolveram melhor o
metanol, evitando que este &lcool ndo dissolvido causasse a desativacdo
da lipase.

Dos solventes citados, o terc-butanol tem sido reportado como o
gue apresenta melhores resultados na grande maioria dos 6leos vegetais
e em uma grande gama de lipases (ROYON et al., 2007; CHEN et al.
2011). Devido sua cadeia ramificada composta por trés grupos metil,
este alcool apresenta um impedimento estérico, evitando a formagéo de
ésteres terc-butilicos. Além disso, este solvente apresenta uma grande
habilidade em solubilizar os TAG, o 6leo e o glicerol, tornando-o
bastante atrativo para as reacdes de sintese de biodiesel.
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Todavia, além do terc-butanol apresentar um elevado preco, o
processo para remocao do solvente do produto final também aumenta os
custos de producdo, além de introduzir outros problemas operacionais,
como a diminuicdo da capacidade volumétrica do reator e problemas
ambientais decorrentes da toxicidade e emissdes. Assim, devem-se
considerar tanto 0s aspectos negativos quanto os positivos ao se avaliar
os beneficios do uso de solventes (SIMOES, 2011).

¢ Raz8o molar: A relacdo estequiométrica entre o alcool e o dleo
vegetal nas reacGes de alcoolise é de 3:1 (alcool: éleo). Costuma-se, no
entanto, adicionar um excesso alcodlico a fim de deslocar o equilibrio
no sentido de formagdo dos produtos, aumentando o rendimento em
ésteres.

A adigdo de solventes orgénicos auxilia a solubilizacdo dos TAG
hidrofdbicos e alcoois hidrofilicos. Além disso, o solvente ajuda a
proteger a enzima do contato com o alcool (ANTCZAK et al. 2009;
RAITA etal., 2010).

As razBes molares entre o 6leo e o alcool mais utilizadas variam
entre 3:1 até 15:1, dependendo do alcool utilizado
(CHATTOPADYUAY etal., 2011). Porém, segundo alguns autores, um
excesso alcodlico elevado pode levar a um envenenamento do
biocatalisador (ANTCZAK et al. 2009; RANGANATHAN et al., 2008;
ZANGH et al.,, 2010). Este efeito ocorre, pois um aumento na
concentracdo alcoolica acima do ideal pode diminuir a solubilidade do
alcool. O élcool ndo solubilizado forma uma fase organica polar
composta pelo alcool e o glicerol e que ao entrar em contato com a
lipase, causa a sua desativacdo (RAITA et al., 2010). Este aumento da
solubilidade afeta, também, a separacdo do glicerol, que dirige o
equilibrio no sentido contrario a formacdo dos produtos, diminuindo o
rendimento da reacdo (MEHER et al., 2006).

A determinacdo da quantidade de alcool utilizada para cada
sistema deve ser avaliada considerando separadamente a relacdo alcool-
6leo-lipase. Sistemas que utilizam solventes necessitam de um excesso
alcodlico menor para aumentar a solubilidade do meio. Para sistemas
isentos de solvente, um excesso maior de alcool se faz necessario, no
entanto, essa adicdo deve ser realizada em sucessivas e pequenas
porcdes (ANTCZAK et al. 2009).

e Temperatura: As reacles enzimaticas sdo fortemente
dependentes da temperatura (CHATTOPADYUAY et al., 2011).
Melhores rendimentos em ésteres sdo encontrados conforme se aumenta
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a temperatura da reacdo até um determinado ponto. Acima deste limite,
pode ocorrer a desnaturacdo da enzima. Em geral, a temperatura 6tima
para alcdolise de 6leos vegetais com metanol, etanol, isopropanol e
isobutanol na presenca de hexano varia entre 30 e 50 °C, dependendo da
enzima utilizada (HAAS et al., 2002; ANTCZAK et al., 2009).

e Teor de agua: A presenga de uma baixa concentragdo de agua
na fase oleosa do substrato desempenha um papel crucial na manutengéo
da atividade catalitica das lipases (DALLA-VECCHIA et al., 2004;
CHATTOPADYUAY et al., 2011). Um equilibrio entre o teor de agua e
0 substrato se faz necessario, pois sabe-se que uma pequena quantidade
pode acarretar a inativacdo da enzima, ao passo que um volume elevado
pode promover a hidrdlise dos substratos.

¢ Glicerol: A presenca de glicerol afeta diretamente a eficiéncia
da reacdo via catalise enzimética, uma vez que o glicerol formado pode
ficar aderido na superficie da enzima formando uma camada hidrofilica
e dificultando a transferéncia de massa de substratos hidrofébicos,
podendo levar a uma queda no rendimento (DOSSAT et al., 1999;
CHATTOPADYUAY et al, 2011). Quando a reagdo de
transesterificacdo ndo ocorre de forma completa, os AGL presentes no
produto também precisam ser eliminados.

Algumas abordagens sdo propostas para minimizar o efeito
negativo do glicerol no meio reacional, por exemplo, a adi¢do de outra
substancia hidrofilica como acetona ou silica gel na reagdo (DOSSAT et
al., 1999).

A adicdo de solventes como o terc-butanol e 2-propanol também
sdo reportados como uma agao positiva, preservando a lipase do contato
com o glicerol (LI et al., 2006; RAITA et al. 2010). Lavagens com
alcool iso-propilico apds a remoc¢do do glicerol aderido ao catalisador
também foram reportados como uma eficiente medida de recuperagéo da
lipase (DU et al., 2003).

2.5 Reatores de leito fixo para producdo de biodiesel

Reatores de leito fixo (PBR) tém sido investigados por diversos
pesquisadores para 0 uso industrial. Este modelo de reator é um dos
mais empregados para sistemas sélido-fluido em catalise heterogénea
por: 1) permitir a reutilizacdo de enzimas sem necessidade de separacéo
prévia; 2) permitir manipular substratos com baixa solubilidade usando
grandes volumes a baixas concentracdes; 3) é adequado para a produgédo
em longo prazo e em escala industrial, diferentemente de reator do tipo
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tanque agitado, onde a enzima pode ficar suscetivel a quebra e ao stress
devido ao cisalhamento mecanico; 4) é mais econdmico que operacdes
em batelada e 5) a razdo molar entre o substrato e a enzima é muito
menor em um reator de leito fixo do que em reatores batelada,
resultando em uma melhor performance (HALIM et al., 2009).

Este tipo de reator costuma ser empregado na éarea de
biotecnologia com bastante eficiéncia (HAMA et al., 2011). Diversos
autores tém estudado esta configuracdo de reator aplicado a catalise
enzimatica em reacBes de modificacdo de lipidios, através de
preparacdes comerciais de diferentes tipos de lipases (XU et al., 2000;
HSU et al., 2004; ROYON et al., 2007; DORS, 2011). O uso de reatores
de leito fixo em reagdes catalisadas por lipases pode ser uma forma de
diminuir os custos relacionados ao alto valor destes catalisadores,
principalmente ao utilizar um sistema de operagdo continuo (SEVERAC
etal., 2011).

A Tabela 2.1 apresenta um histérico de trabalhos publicados
referentes & sintese enzimatica de biodiesel a partir de 6leos vegetais em
PBR.

Shimada et al. (2002) estudaram a metanoélise enzimatica de dleos
vegetais e residuos de Oleos comestiveis utilizando a lipase
Novozym®435. Os autores descreveram gque um baixo rendimento na
metandlise dos 6leos estudados conduzida em reatores do tipo batelada
estava relacionado & inativagdo da lipase pelo contato com o metanol
insolUvel. Baseado nestes resultados foi desenvolvido uma configuragéo
de reatores composto por trés colunas de 15 mm x 80 mm, empacotadas
com a lipase imobilizada. O experimento foi conduzido a 30°C com
uma vazdo de 6 mLh, onde metanol foi adicionado em etapas. A
adicdo de metanol realizada em duas etapas, sendo 1/3 de equivalente
molar de metanol adicionado na primeira etapa e 2/3 na segunda, foi a
mais eficiente. A conversdo do substrato em biodiesel foi superior a
90% e a lipase pode ser utilizada por mais de 100 dias, sem perdas de
atividade.

Hsu et al. (2004) estudaram a etandlise de 6leo residual de fritura
catalisada pela lipase de Burkholderia cepacia,em modo continuo. O
aparato experimental foi composto por um PBR com 135 mm X 25 mm
de didmetro interno, empacotado com 10 g da lipase. Os melhores
rendimentos em ésteres etilicos, superiores a 96%, foram obtidos ao
trabalhar com uma vazéo de 30 mL min’, temperatura de 50° C e razdo
molar entre o etanol e 6leo de 4:1 e tempo de reacdo de 48 h.
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Tabela 0.1- Trabalhos publicados referentes a sintese enzimatica de biodiesel

em PBR.
Lipase Oleo Agente Meio Referéncia
Acilante
Novozym®435 Oleo MeOH Isento de SHIMADA et al.,
residual solvente 2002
Burkholderia Oleo EtOH Isento de HSU et al., 2004
cepacia residual solvente
Novozym®435  Oleo de MeOH terc- ROYON etal.,
semente butanol 2007
de
algodao
Novozym®435  Oleo de MeOH terc- SHAW et al., 2008
soja butanol
Novozym®435  Oleo de MeOH terc- HALIM et al., 2009
palma butanol
residual
Novozym®435  Oleode  Isopropanol Isento de CHANG et al.,
soja solventes 2009
Lipase AK Oleo de EtOH Isentode  TONGBORIBOON
Lipase AY palma solventes etal., 2010
Novozym®435  Oleo de MeOH terc- CHEN etal., 2011
soja butanol
Lipase AK Oleo de EtOH terc- DORS, 2011
imobilizada palma butanol
em SiO,- PVA
e
Novozym®435
Burkholderia  Oleo de EtOH Isento de SIMOES, 2011
cepacia babacgu solventes

Royon et al. (2007) estudou a metanélise do dleo de semente de
algoddo mediada pela lipase Novozym®435. A estabilidade da lipase foi
testada em no meio reacional composto pelo substrato (metanol: 6leo de
semente de algoddo) na razdo molar 6:1, adicdo de 32,5% de solvente
terc-butanol. Foi observado no processo conduzido em batelada o
solvente contribuiu para eliminar a inibicdo enzimatica causada pelo



metanol insolivel. O rendimento em ésteres metilicos na presenca de
solvente atingiu 97% apds 24 h de reacdo, a 50° C. Ao utilizar um PBR
com vazdo de vazdo de 9,6 mL h-1 g enzima™ foram atingidos
rendimentos de 95% e o sistema operou por mais de 500 h sem
apresentar uma diminuicdes significativas rendimento dos ésteres.

Shaw et al. (2008) desenvolveram uma abordagem estatistica a
fim de compreender melhor como as variaveis de uma reacéo enzimatica
de producdo de biodiesel em sistema continuo se relacionam. Para tal,
foi estudada a metandlise do dleo de soja catalisada pela lipase
Novozym®435, utilizando como cossolvente uma mistura de n-hexano e
terc-butanol na razdo molar de 9:1 (v/v). A mistura reacional foi
bombeada de um tanque de alimentacdo para um reator de leito fixo
construido com um tubo de aco inoxidavel de 25 cm de comprimento e
didmetro interno de 0,25 cm, empacotado com 1,0 g de enzima. As
condicdes experimentais foram definidas através de um planejamento
experimental. Dentre as condigdes estudadas, a que apresentou melhores
resultados foi: 55 °C, vazdo de 0,1 mL min™ e razdo molar (metanol:
6leo de soja) de 5:1; alcancando 74% de rendimento em ésteres
metilicos. Os menores rendimentos foram obtidos nas condigdes de
45°C, 0,5 mL min™ e razdo molar (metanol: 6leo de soja) de 4:1; com
valor de 17,3%. Segundo os autores, 0s parametros que exerceram uma
maior influéncia no desempenho global do reator em relacdo a
conversdao em ésteres metilicos foram a temperatura e a vazdo de
alimentag&o.

Halim et al.(2009) utilizaram uma configuracdo de reatores de
leito fixo constituidos por duas colunas de vidro com diametro interno
de 1cm e 18cm de comprimento, com sistema equipado com
controlador de temperatura tipo PID. Este aparato experimental foi
utilizado para estudar a metandlise enzimatica do éleo de palma
residual, na razdo molar (metanol: 6leo de palma) de 4:1, na presenga de
terc-butanol como cossolvente (1:1 terc-butanol: éleo de palma v/v) e
temperatura de 40 °C. Os autores avaliaram a influéncia da altura do
leito empacotado com a lipase Novozym®435 e o efeito causado pela
vazdo de alimentacdo na reacdo de sintese de biodiesel. O melhor
rendimento em ésteres etilicos foi alcancado com leito de 12 cm de
altura e vazdo de 0,55 mL min™, atingindo 80% de conversdo. Foi
observado que um aumento da vazéo superior a 0,6 mL min™ causou um
decréscimo no rendimento de ésteres. Este comportamento poderia ser
explicado através do fato de que vazdes elevadas (entre 0,9 e
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1,2 mL min™) podem fazer o substrato passar muito rapidamente pela
enzima, ligando-se fracamente ao seu sitio catalitico e reduzindo a
formagdo de ésteres. Uma diminuigdo na conversdo em ésteres também
foi observada ao aplicar vazdes mais baixas, que provocam uma
resisténcia da transferéncia de massa pela camada liquida do filme. Em
relacdo a altura do leito, os resultados reportados pelos autores
demonstraram que aumentos superiores a 9 cm ndo proporcionaram
melhores converses em ésteres. Isto ocorre, possivelmente, porque as
moléculas de enzima presente no excesso nao estariam disponiveis ao
substrato, ndo contribuindo significativamente para a reacdo. A
configuragdo ideal do sistema foi definida como 10,53 cm de altura do
leito, vazdo de 0,57 mL min™, atingindo 80,3% de rendimento em
ésteres metilicos.

Chang et al. (2009) estudaram a sintese de biodiesel a partir de
6leo de soja e isopropanol, utilizando a lipase Novozym®435em PBR. O
meio reacional foi composto pelo substrato em uma razdo molar de
4,14:1 (alcool:6leo:), 1,7 g de lipase, vazdo de 0,10 mL min™ e
temperatura de 51,5°C. O éster isopropilico foi obtido com uma
conversdo de 75%, com a lipase apresentando uma alta estabilidade,
operando durante 7 dias sem diminuir a producdo em ésteres. Segundo
0s autores, o alcool isopropilico € um subproduto da industria eletrénica
e sua utilizacdo reduziria os custos do processo de producdo de
biodiesel.

A sintese continua de biodiesel utilizando um PBR também foi
estudada por Tongboriboon et al. (2010). Os autores utilizaram 6leo de
palma e etanol em meio isento de solventes, utilizando como catalisador
uma mistura de lipases imobilizadas em Accurel EP-100 (Lipase AK de
Pseudomonas fluorescens e Lipase AY de Candida rugosa). O reator foi
consistuido por duas colunas empacotadas, sendo que na primeira as
duas enzimas estavam totalmente misturadas, e na segunda coluna a
Lipase AY estava no fundo e a Lipase AK no topo. O sistema foi
conduzido na temperatura de 45°C e vazdo de 0,25 mL min™. Os
rendimentos médios em ésteres etilicos foram de 14% na coluna
empacotada com as lipases separadas e 22% na coluna com as lipases
misturadas. A baixa conversdo do substrato em ésteres etilicos
observados na primeira coluna pode ser explicada pelo efeito inibitério
do etanol sobre a atividade da Lipase AY. Como uma alternativa para
solucionar o problema das baixas conversdes em ésteres, os autores
propuseram aumentar o comprimento da coluna de reacdo. Através desta
medida, as o teor de biodiesel obtido na coluna com as lipases separadas



aumentou para 67% em 8h de reacdo, diminuindo para 59% e 49% ap0s
12 e 22 h, respectivamente.

Chen et al. (2011) investigou através de um planejamento
experimental as afinidades entre as variaveis e reacdo (temperatura de
reacdo, vazdo) e resposta (razdo molar do substrato) de sintese de
biodiesel metilico de 6leo de soja. A reacdo foi realizada em PBR
utilizando a lipase Novozym®435 e terc-butanol como cossolvente
(32,5% em relagdo a massa de 6leo). A condicdo 6tima de operacéo do
PBR ocorreu com uma vazao de 0,1 mL min™, 52,1°C e a uma razio
molar de 4:1 (&lcool: 6leo). Nestas condicdes, o PBR foi capaz de operar
por mais de 30 dias sem apresentar uma perda significativa na eficiéncia
do processo, chegando a atingir uma conversdo molar maxima de
83,31%.

Dors (2011) realizou uma investigacdo bastante completa a
respeito da producéo de biodiesel etanélico de 6leo de palma em sistema
continuo, utilizando as lipases de Pseudomonas fluorescens imobilizada
em suporte hibrido polissiloxina- alcool polivinilico (AK SiO,-PVA) e
de Candida antartica (Novozym®435). Os experimentos foram
conduzidos em reatores do tipo tanque agitado com cesta e em PBR.
Para o reator com cesta foram os maiores rendimentos em ésteres
etilicos foram de 48%, com um tempo espacial de 13h, na presenca de
30% de terc-butanol em relacdo ao 6leo de palma. No entanto, os
maiores rendimentos foram obtidos com o uso do PBR, atingindo 88%
de rendimento ao utilizar a enzima AK SiO,-PVA, tempo espacial de
6 h na presenca de terc-butanol.

A sintese de biodiesel a partir de 6leo de babacu pela rota etilica
foi estudada por Simdes (2011). Neste estudo foi utilizado um reator de
leito fixo de didmetro interno de 0,15 cm e altura de 21 cm empacotado
com a lipase Burkholderia cepacia imobilizada em matriz hibrida de
silica-PVA. Os experimentos foram conduzidos em meio isento de
solvente sob 50 °C, aplicando tempos espaciais entre 7 e 13 h e razbes
molares entre etanol e 6leo de babacgu variando de 7:1 e 12:1. A razédo
molar exerceu forte influéncia no alcance de conversGes elevadas de
ésteres etilicos, sendo que rendimentos de 95% e produtividade de
54,8 Mg ester gtota{l h™ foram alcancados na composicdo de 12:1 (etanol:
6leo de babacu). A autora salienta que para processos em larga escala, a
utilizacdo de dleos vegetais com um menor teor de &cidos graxos
saturados seriam mais adequados ao processo, por resultarem em
menores problemas operacionais.






3. MATERIAL E METODOS

3.1 Materiais
3.1.1 Enzimas

Para este trabalho foi selecionada a lipase comercial
Novozym®435 produzida pela Novozymes Latin América (Araucaria,
Parand).

A Novozym®435 ¢ preparada a partir da lipase de Candida
antartica por meio de fermentagdo de cultura submersa de uma
linhagem de Aspergillus geneticamente modificada e imobilizada em
resina aniénica macroporosa (Lewatit VP OC 1600, Bayer) através de
adsorcdo. A érea superficial deste suporte (BET) é de 130 m?g™, com
poros de diametro médio de 150 A e volume médio de 0,5 cm®g™
(DALLA ROSA, 2009). A massa especifica da lipase Novozym®435 é
de 0,69 gmL™ (DORS, 2011). Esta preparacdo é listada como nio
especifica e termoestavel, podendo ser utilizada em temperaturas na
faixa de 30 a 70 °C. Porém, recomenda-se trabalhar em temperaturas na
faixa de 50 a 60 °C a fim de estender sua estabilidade operacional
(NOVOZYMES, 2007).

3.1.2 Oleo vegetal

O 6leo de palma refinado utilizado como substrato em todos os
experimentos foi fornecido pela Agropalma (Par4, Brasil). Conforme os
dados técnicos fornecidos pela empresa, a amostra empregada no
desenvolvimento deste projeto apresenta as caracteristicas mostradas na
Tabela 3.1.

Tabela 0.1 - Propriedades fisicas do Oleo de Palma refinado.

Propriedades Agropalma Limites (AOCS)*?
Acidez (% acido palmitico) 0,034 <0,05

Cor (Lovibond Red 51/4) 1,6 <4,0

indice de lodo (Wiijs) 52,82 51-55
indice de Peréxidos (mEq Kg™) 0 <1,0

Ponto de Fusao (°C) 34,6 36+2

# AOCS - America Oil Chemists” Society
Fonte: Agropalma (2007)



A Tabela 3.2 apresenta a composicdo de acidos graxos presentes
no 6leo de palma refinado.

Tabela 0.2 - Composigao de &cidos graxos presentes no 6leo de palma refinado.

) Oleo de palma Massa Molar Massa Molar
Acidos Graxos o dos acidos dos ésteres de
(%) 1 . 1

graxos (9 gmor ) etila (9 gmor )
Laurico — C12 0,1 200,32 228,32
Miristico - C14 1,2 228,37 256,37
Palmitico - C16 46,8 256,42 284,42
Estearico — C18 3,8 284,47 312,47
Oleico - C181 37,6 280,44 310,46
Linoléico - C18:2 10,0 280,44 308,44

Fonte: Dors (2011)
3.1.3 Reagentes

Outros reagentes utilizados foram:

e Solventes: etanol 99% (Nuclear), hexano (Nuclear), acetona
(Synth) e terc-butanol (Dinamica);

e Hidroxido de potéassio (Merck), fenolftaleina (Colleman),
butirato de metila (Aldrich), metaperiodato de sodio (\etec),
acido sulfirico (Nuclear), etileno glicol (Vetec) e hidréxido de
sodio (Vetec);

e PadrBes cromatograficos: laurato de etila, miristato de etila
99%, oleato de etila 98% (Aldrich), palmitato de etila > 99%,
estearato de etila 99% e linoleato de etila > 99% (Sigma).

3.1.4 Equipamentos

Os equipamentos utilizados no desenvolvimento deste trabalho

foram:
e Agitador magnético (Modelo DI-03, Dist);

Aquecedor portatil (Modelo AQC408, Cadence);
Balancas analiticas (Digimed KN500 e Bel Engineering);
Banho termostatico com controle microprocessado (Modelo DI-
911, Dist);
Bomba peristaltica (Modelo SJ-1211, ATTO)
Bomba peristaltica (Modelo 323S, Watson-Marlon)
Cromatografo a gas (Modelo GC-2010AF, Shimadzu)
Resisténcia  flexivel (Resisténcia flexivel 25W, KW
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Resisténcias Elétricas);
e Poténciometro (Analion 2000).

3.2 Metodologia experimental
3.2.1 Sintese do biodiesel de 6leo de palma em reator de leito fixo

Todos os experimentos de produgdo de biodiesel realizados
neste trabalho utilizaram um reator de leito fixo operando em modo
continuo. O aparato experimental utilizado foi constituido de um reator
de vidro encamisado com volume total de 20 mL (didmetro interno de
1,56 cm e comprimento de 10,5cm) e um tanque de alimentagdo de
vidro encamisado com volume total de 500 mL. Todos os experimentos
foram realizados na temperatura de 50 °C controlada por meio de um
banho termostatizado. A coluna foi empacotada com uma suspensédo da
lipase em uma pequena quantidade do meio reacional (aproximadamente
2 mL) e em seguida estabilizada pela recirculacdo do substrato através
da coluna em fluxo ascendente, de modo a eliminar as bolhas de ar
formadas durante a etapa do empacotamento da coluna.

A quantidade do catalisador Novozym®435 utilizado em todos
os experimentos foi de aproximadamente 4,5g, resultando em um
volume Util do reator de 13,25 mL. O substrato foi composto por éleo de
palma, etanol e o solvente terc-butanol (quando presente). Este substrato
foi mantido no tanque de alimentacdo sob agitagdo magnética,
temperatura controlada e com condensador acoplado; sendo bombeado
até o reator de leito fixo com auxilio de uma bomba peristaltica na vazao
ajustada. A Figura 3.1 apresenta o0 esquema do aparato experimental e as
condicdes reacionais utilizadas em cada ensaio sdo descritas na Tabela
3.3.

As condigbes utilizadas nos ensaios propostos na Tabela 3.3
foram baseadas em condigdes estabelecidas em trabalhos realizados
anteriormente por Dors (2011). A autora obteve os melhores resultados
utilizando a raz&o molar entre etanol e o 6leo de palma de 9:1, 30%
(v/v) do solvente terc-butanol e tempo espacial de 6h. A partir destes
dados, foi estudada uma nova faixa de tempos espaciais € composi¢do
do meio reacional. Em todos os experimentos, a alimentacdo do
biorreator foi iniciada no tempo 0 h e foram coletadas amostras diarias,
primeiramente a cada periodo correspondente a um tempo espacial e
apos atingir o estado estacionario a cada 24 h. As amostras foram
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estocadas a -2 °C até a realizacdo das analises cromatograficas para
quantificacdo dos ésteres de etila e ndo sofreram evaporagdo do solvente
ou passaram por etapas de purificagéo.

Figura 0.1- Aparato experimental utilizado nos experimentos de producéo de
biodiesel com o reator tipo leito fixo operando em modo continuo. 1- Banho
termostatizado, 2- Agitador magnético, 3- Tanque de alimentagdo, 4-
Condensador de refluxo, 5- Bomba peristéltica, 6- Reator de leito fixo, 7- Saida
de produto.

Tabela 0.3- CondigBes experimentais utilizadas em cada ensaio

Tempo Espacial ~Raz&o Molar Solvente

Experimento () (etanol: 6leo) (% viv)®
1 3,0 9.1 30
2 10 9:1 30
3 05 91 30
4 10 9:1 -
5 6.0 12:1 .

®Percentual de terc-butanol em relagéo ao volume de 6leo de palma
3.2.2 Calibracéo da bomba peristaltica

A calibragdo da bomba peristaltica foi realizada utilizando o
aparato experimental e nas mesmas condicGes aplicadas nos ensaios de
producdo de biodiesel (Tabela 3.3). A mangueira utilizada era de
marprene de 1,6 mm x 0,5 mm (Watson — 913.AJ05.016). O ajuste da
vazdo foi realizado inicialmente considerando as condicdes de
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calibragdo do fabricante, que utiliza agua para tracar a curva de
calibracdo. Ap6s a obtencdo deste dado, foi realizado um ajuste na
bomba para alcancar os valores de vazdo utilizada em cada experimento.
Estes ajustes foram realizados a partir da coleta de 1 mL do meio
reacional, acompanhando o tempo decorrido com o auxilio de um
crondmetro.

3.3 Métodos de analise
3.3.1 Determinacéo da atividade hidrolitica da lipase

Para a determinacdo da atividade enzimatica da lipase
Novozym®435 foi utilizada a metodologia adaptada de Bastida et al.
(1998). O substrato foi preparado a partir de uma solucéo 1% de butirato
de metila diluida em tampdo fosfato pH 7,0 (20 mM). Em frascos de
Erlenmeyer de 125 mL foram adicionados: 10 mL de substrato e 0,02 g
do catalisador contendo lipase. Os frascos foram incubados a 37 °C por
5 min, em banho termostatizado com agitacdo de 150 rpm. Ap6s o
periodo de incubacdo, a reacdo foi paralisada pela adicdo de 10 mL de
mistura de acetona e etanol (1:1). Os &cidos graxos liberados foram
titulados com solucdo de KOH 0,01 N, utilizando fenolftaleina como
indicador.

Uma unidade de atividade hidrolitica (U) foi definida como a
guantidade de enzima que libera 1 pmol de &cido graxo por minuto de
reacdo, nas condicOes de ensaio. As atividades foram determinadas pela
equacgéo 3.1 e expressas em U gcatansador'l.

_ (Va=Vp)Ckon x 108
- tXmgy

Ay (3.1)

Onde:

Ay = atividade hidrolitica da lipase (umol gg i alisador Min 1),
V, = volume de KOH gasto na titulagdo da amostra (L),

V, = volume de KOH gasto na titula¢do do branco (L),

Cxon = concentragdo da solu¢do de KOH ( mol L™1),

t = tempo da reag¢ao (min),
m, = massa da amostra de catalisador (g).
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3.3.2 Determinacédo quantitativa do glicerol

O glicerol total presente nas amostras foi determinado através do
método do periodato de sédio proposto por Cocks et al. (1966). A
metodologia consiste na reacdo do glicerol presente na amostra com
periodato de sodio (NalO4) em solucdo aquosa éacida, produzindo
formaldeido e acido foérmico, este Gltimo utilizado como medida do
glicerol. A concentracdo de glicerol contido na amostra foi determinada
pela equacéo 3.2.

G = Mwaon(Va=Vs)Mg (3.2)
my

Onde:

G = teor de glicerol presente na amostra (ggiicerol Srokal)s
Uyqon = molaridade da solucido de NaOH (mol L™1),

V, = volume da solugdo de NaOH gasto na amostra (L),
Vg = volume da solu¢do de NaOH gasto no branco (L),
m, = massa da amostra utilizada (gota1)-

Mg = massa molar do glicerol (ggjicerol mol™1),

3.3.3. Dosagem dos ésteres etilicos

A dosagem dos ésteres etilicos foi realizada a partir da
metodologia adaptada de Chen, et al. (2009). Foi utilizado um
cromatografo  Shimadzu modelo GC-2010AF, equipado com um
detector por ionizagdo de chama, um sistema de injecdo split e uma
coluna capilar (RTX-5 30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Restek). O gas de
arraste utilizado foi nitrogénio a uma vazdo de 30 mLmin™. As
temperaturas do detector e injetor foram de 310 e 290 °C,
respectivamente. A temperatura da coluna, inicialmente, foi mantida a
150 °C por 2 min e, em seguida, aquecida a 10°C min™ até 205 °C
(3min), a 2°C min™ até 225°C (1 min) e a 25°C min™ até 275 °C. O
tempo total da andlise foi de 23,5 min. As condic8es para determinacao
dos ésteres de etila estdo apresentadas na Tabela 3.4. Exemplos de
cromatogramas sdo apresentados no Anexo A.
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Tabela 0.4- CondigGes operacionais para determinagao dos ésteres de etila por
cromatografia gasosa.

Padréo Interno (PI) Salicitato de Metila (20 g L™)

150°C (2min), a 10°Cmin® até

Programa de Temperatura da 205° C (3 min), a 2°C min’ até 225°

Coluna (1 min) e a 25° C até 275 °C.
Gas de Arraste Nitrogénio

Preparacdo da Amostra 1:3 (amostra: hexano),
Preparacdo para Injecdo 1:1 (amostra: padrdo interno)

Pl 3,47

C12 EtOH 6,97
C14 EtOH 9,55
C16 EtOH 13,43
C18 EtOH 18,59
C18:1 EtOH 18,06
C18:2 EtOH 17, 82

Tempo de Retencdo para 0s
Monoésteres de Etila (min)

3.3.4 Calculo do tempo espacial

O tempo espacial para o reator de leito fixo é definido como o
volume Util do reator dividido pela vazdo volumétrica na entrada do
reator, conforme a Equagéo 3.3 (FOGLER, 2002).

t=7 (33)
Onde:
V = Vieator = Veatatisador (3.4)
Veatatisador = % (3.5)
Sendo:

T = tempo espacial (h),

V' = volume util do reator (mL),

v = vazao volumétrica na entrada do reator (mL h_l),

Vieator = Volume total do reator (mL),

Veatatisador = Volume ocupado pelo catalisador no reator (mL),
m = massa de catalisador (g),
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ps = massa especifica do catalisador (g mL™1).
3.3.5 Rendimento em ésteres de etila

O rendimento das reagdes estudadas foi definido como o valor
gue expressa a massa de ésteres de etila obtida em relacdo a massa
tedrica de ésteres de etila, considerando conversao total (Equacédo 3.6).
A massa de ésteres de etila tedrica foi determinada a partir da massa
inicial de &cidos graxos presente no dleo de palma, da massa molar dos
acidos graxos presente no dleo e dos ésteres de etila. Os dados utilizados
para o calculo da massa tedrica de ésteres se encontram na Tabela 3.2.

Rgp = :Z (3.6)
mag-M,

Mg, = %GEE (3.7)

Myc = Mgieo- Cag (3.8)

Onde:

— : -1
REE = rendimento (gésteres etilicos Bésteres teéricat

mgg, = massa de ésteres de etila obtida (gssteres etilicos )
mgg, = massa de ésteres de etila estequiométrica tedrica

(gésteres etila)a
my; = massa de &cido graxo contido no TAG inicial

(gécidos graxos inicial)a
Mpgr = massa molar média do éster de etila formado

-1y-
(géster etilico ngl )’
M, = massa molar média do 4cido graxo contido no TAG
-1y-
(gécidos graxos gm01 )1
Mg, = massa de 6leo de palma inicial (g41c0 inicial)»
C4¢ = concentracdo massica de acido graxo no éleo de palma

(gécido graxo géleo_l)-
3.3.6 Producao

A producdo de ésteres etilicos, considerando que a vazéo
volumétrica é constante no reator, foi definida e calculada conforme a
Equacéo 3.9
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P,=FCS (3.9)

Onde:
P, = produgio de ésteres etilicos ( Mgieres etilicos 1) »
F = vazdo volumétrica de alimentacido ( mL h™1),

CS = concentragio de ésteres etilicos a saida do reator
mL™1)

(mgésteres etilicos
3.3.7 Produtividade

A produtividade de ésteres etilicos foi definida e calculada
conforme a Equacéo 3.10.

o)

Pe = Vez

A |8

(3.10)

Onde:
— - -1 p-1
pe = produtividade (Mggsteres etilicos ML~ h™7),
P, = producéo de ésteres etilicos ( MEgsteres etilicos N 1)
CS = concentragio de ésteres etilicos a saida do reator

(mgésteres etilicos mL_l)v
T = tempo espacial (h).

3.3.8 Tempo de meia-vida do biocatalisador

A constante de desativacdo e tempo de meia-vida da lipase
Novozym®435 foram calculados considerando um decaimento
exponencial da atividade do catalisador. Os dados utilizados foram
coletados a partir do inicio do ensaio (t=0) até o comeco do estado
estacionario, considerando que a partir deste ponto a atividade
enzimatica ndo alterou significativamente. Os calculos foram realizados
pelas equacdes 3.11 e 3.12 respectivamente.

— = e Kat (3.11)
0

In2
t1/2 = K_d (3.12)

Onde:
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A, = atividade hidrolitica inicial do biocataisador (U g ajisador):
A = atividade hidrolitica residual do biocatalisador (U g-x1isador)»
K4 = constante de desativacdo (h™1),

t = tempo de reagdo até o inicio do estado estacionario (h)
t1/,=tempo de meia vida (h™h.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Processo continuo de etandlise enzimatica do 6leo de palma

Neste trabalho foram realizados cinco experimentos para
producdo enzimatica de biodiesel em reator de leito fixo operado em
modo continuo. Este tipo de reator é frequentemente citado na literatura
pelo seu bom desempenho na producdo de biodiesel, apresentando
vantagens como alta eficiéncia em reacGes catalisadas por lipases, baixo
custo de producéo e facilidade de operagdo em modo continuo (HALIM
et al., 2009). Por estes motivos, este modelo de reator foi o escolhido
para a execugdo deste trabalho.

A lipase Novozym®435 foi selecionada como o biocatalisador
devido as suas caracteristicas favoraveis em reagdes de
transesterificacdo de 6leos vegetais, ao alto desempenho em reatores de
leito fixo e ao elevado poder catalitico (SEVERAC et al. 2011;
EISENMENGER et al., 2009).

Os experimentos foram montados no interior de uma capela
adaptada, para minimizar a troca de calor do sistema com o ambiente,
evitando, assim, a solidificagdo do 6leo de palma. Foram utilizados,
também, uma resisténcia elétrica flexivel em torno da mangueira de
alimentacdo e um termoaquecedor portatil, este Gltimo, somente quando
a temperatura ambiente estava abaixo de 25°C. A Figura 4.1 mostra o
aparato utilizado nos experimentos.

~ 'i‘f:,,»
oducdo de

—_— | . o - 3 / ’ ‘.

. // ,‘ﬂ.'. l caa :—i‘ o L g

Figura 0.1- Aparato experimental utilizado nos ensaios de pr
biodiesel etandlico de 6leo de palma em modo continuo.
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4.2 Influéncia do tempo espacial na etanodlise enzimatica de 6leo de
palma

Inicialmente foi avaliada a influéncia de diferentes tempos
espaciais na etandlise enzimatica do 6leo de palma.

O tempo espacial, determinado pela Equacédo 3.3, é a razdo entre
0 volume (til do reator (Equacdo 3.4) e a vazdo volumétrica na entrada
do reator de leito fixo, definindo, assim, o tempo médio que o substrato
leva para percorrer o caminho da entrada até a saida do reator e,
consequentemente, o tempo em que ficarA em contato com o
biocatalisador, ndo considerando a variacdo da massa especifica da
mistura reacional.

O objetivo deste estudo foi definir um tempo espacial ideal para a
reacdo de etanodlise enzimética de 6leo de palma, catalisada pela lipase
Novozym®435, visando & eficiéncia da sintese de biodiesel. Para atingir
este objetivo, foram realizados trés experimentos com diferentes tempos
espaciais. Dors (2011) ja estudou a etandlise enzimatica de 6leo de
palma em sistema continuo em condicBes experimentais semelhantes ao
presente trabalho, porém aplicando um tempo espacial Unico de 6 h.

O experimento 1 foi realizado sob vazdo de 0,0812 mL min™,
correspondendo a um tempo espacial de 2,72 h, ou nominalmente de
3 h. A razdo molar entre etanol e 6leo de palma foi de 9:1, o solvente
terc-butanol foi adicionado na propor¢do de 30% (v/v) em relagdo ao
6leo de palma e todo o sistema reacional foi mantido & temperatura
constante de 50°C. A duracdo do experimento foi de 240 h.
Considerando o tempo espacial de 3 h aplicado no experimento, a
duracdo total do experimento em horas foi equivalente a 80 tempos
espaciais continuos.

A Figura 4.2 apresenta o rendimento de ésteres etilicos obtidos
como produto da reacdo, calculado por meio da Equagdo 3.6. Nesta
figura, nota-se que o experimento atingiu o estagio estacionario em 48 h
(16 tempos espaciais continuos), permanecendo com este
comportamento até 144 h (48 tempos espaciais continuos). Apds este
periodo, houve um decréscimo no rendimento do produto.

O rendimento encontrado em 36 h foi de 125%, valor que pode
ser explicado pela ocorréncia de uma pausa na reacdo, causada pela
solidificacdo do 6leo no interior da mangueira, levando a crer que houve
um actimulo de ésteres no interior do reator, os quais foram retirados e
quantificados juntamente com o ponto de amostragem seguinte ao
restabelecimento do sistema. O rendimento médio encontrado no estado
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estacionario foi de 77%.
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Figura 0.2- Experimento 1: Rendimento de ésteres etilicos obtidos na etandlise
enzimatica de 6leo de palma em reator de leito fixo operando em modo
continuo. CondicGes experimentais: razdo molar (etanol: 6leo de palma) 9:1,
30% (v/v) de terc-butanol em relagéo ao 6leo de palma, vazao 0,0812 mL min™,

tempo espacial de 3 h, temperatura 50° C, empregando a lipase Novozym®435
como catalisador.

Embora o ensaio tenha apresentado conversdes em ésteres etilicos
elevadas durante a maior parte do tempo, houve dificuldade em manter o
estado estacionario. Os frequentes entupimentos na mangueira de
alimentacdo do reator de leito fixo provavelmente impediram a
manutencao deste estado. Mesmo com o auxilio do aquecedor portatil e
da resisténcia elétrica flexivel em torno da mangueira, a temperatura
ambiente, na faixa entre 5 a 10° C, foi um obstaculo, ocasionando
inimeros entupimentos, uma vez que o 6leo de palma possui ponto de
fusdo em torno de 37° C.

O experimento 2 foi realizado sob vazdo de 0,2349 mL min’,
correspondendo a um tempo espacial de 0,94 h, nominalmente de 1 h. A
razdo molar entre etanol e 6leo de palma foi de 9:1, o solvente terc-
butanol foi adicionado na proporc¢éo de 30% (v/v) em relacdo ao 6leo de
palma e todo o sistema reacional foi mantido a temperatura constante de
50 °C. A duragédo do experimento foi de 91 h, valor correspondente a 91
tempos espaciais continuos.

A Figura 4.3 apresenta o rendimento em ésteres etilicos formados
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obtidos como produto na reagéo.
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Figura 0.3- Experimento 2: Rendimento de ésteres etilicos obtidos na etandlise
enzimatica de Oleo de palma em reator de leito fixo operando em modo
continuo. Condigdes experimentais: razdo molar (etanol: 6leo de palma) 9:1,
30 % (v/v) de terc-butanol em relacéo ao 6leo de palma, vazdo 0,2349 mL min™
tempo espacial de 1 h, temperatura 50° C, empregando a lipase Novozym®435
como catalisador.

O rendimento em ésteres etilicos obtido no experimento 2 foi de
82% no estado estacionario, atingido em 4 h de reacdo (4 tempos
espaciais continuos), e permanecendo neste estado até 75h (75 tempos
espaciais continuos).

O experimento 3 foi realizado sob vazdo de 0,4782 mL min?,
correspondendo a um tempo espacial de 0,46 h, nominalmente 0,5 h. A
razdo molar entre etanol e dleo de palma foi de 9:1, o solvente terc-
butanol foi adicionado na proporg¢éo de 30% (v/v) em relagdo ao 6leo de
palma e todo o sistema reacional foi mantido a temperatura constante de
50 °C. A duracgéo do experimento foi de 54 h, tempo correspondente a
108 tempos espaciais continuos. A Figura 4.4 apresenta o rendimento
em ésteres etilicos formados no decorrer da reacao.

O rendimento médio atingido no estado estacionario foi de 79%,
iniciado ap6s 4,0 h de reacdo (8 tempos espaciais continuos). O estado
estacionario permaneceu até 50 h de reacdo (100 tempos espaciais
continuos).

Os problemas relativos a manutencéo da temperatura enfrentados
durante a realizagdo do experimento 1 foram minimizados durante os
experimentos 2 e 3. Desta forma, o sistema operou de forma mais
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estdvel durante todo o periodo de duracdo dos ensaios. Ndo foram
observados problemas de entupimentos na mangueira de alimentagédo
durante a maior parte do tempo e nem solidificacdo do 6leo no reator de
leito fixo.
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Figura 0.4- Experimento 3: Rendimento de ésteres etilicos obtidos na etandlise
enzimatica de 6leo de palma em reator de leito fixo operando em modo
continuo. CondicBes experimentais: razdo molar (etanol: 6leo de palma) 9:1,
30% (v/v) de terc-butanol em relagéo ao 6leo de palma, vazdo 0,4782 mL min™,
tempo espacial de 0,5 h, temperatura 50 °C, empregando a lipase Novozym®435
como catalisador.

Na Tabela 4.1, pode-se visualizar os resultados obtidos nos
experimentos 1, 2 e 3, relacionando o tempo espacial com o
comportamento de cada ensaio durante o estado estacionario (EE).

Os resultados apresentados demonstram gque, a0 aumentar a vazao
até  0,2345mL min', correspondente ao tempo espacial de 1h
(experimento 2), aumentou, também, o rendimento em ésteres etilicos,
obtendo-se um rendimento médio de 82% no estado estacionario. No
entanto, aumentando a vazdo para 0,4782 mL min™, tempo espacial de
0,5 h (experimento 3), o rendimento em ésteres etilicos caiu para 79%
durante o estado estacionério.

O experimento 2 atingiu o estado estacionario, aproximadamente,
quatro vezes mais rapidamente que o experimento 1 e duas vezes mais
rapidamente que o experimento 3, embora o estado estacionario deste
Gltimo tenha permanecido constante por mais tempo.
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Tabela 0.1- Comportamento dos experimentos 1, 2 e 3 durante o estado
estaciondrio (EE) em relac8o ao tempo espacial empregado.

Experimento® Tempo In0|ltc:)|o Duragdo Duragdo Rendimento
P Espacial () oo doEE”  fota®  no EE (%)
1 3 16 32 80 77
2 1 4 71 91 82
3 0,5 8 92 108 79

Condigdes experimentais: razdo molar 9:1 ( etanol:6leo de palma), 30% (v/v)
de terc-butanol e 50 °C
®NGimero de tempos espaciais continuos.

A partir desta analise, percebe-se a importancia de conhecer os
limites de operacdo do reator de leito fixo aplicado a producdo de
biodiesel, podendo assim ter um maior aproveitamento tanto do
substrato, quanto do biocatalisador, aumentando a eficiéncia do
processo.

Dors (2011) estudou a etandlise do 6leo de palma utilizando a
lipase Novozym®435, razdo molar 9:1 com adicdo de 30% (v/v) de terc-
butanol com 6 h de tempo espacial, obtendo um rendimento em ésteres
etilicos de 57%. Estes resultados ajudam a confirmar que, quando se
utiliza uma vazdo mais alta, o contato entre os reagentes se faz mais
efetivo, evitando a separacéo de fases no substrato. Além disso, o uso de
vazdes mais altas nos experimentos auxilia, também, na remoc¢édo do
glicerol do interior do reator de leito fixo (TONGBORIBOON et al.,
2010; HAMA et al., 2011). O glicerol formado como subproduto da
etandlise possui uma alta viscosidade, tendendo a ficar depositado na
parte inferior dos reatores de leito fixo, dificultando a difusdo dos
substratos para a lipase e diminuindo a eficiéncia da reacéo
(WATANABE et al. 2000). Um fluxo mais intenso pode auxiliar a
carregar o glicerol formado para fora do leito, evitando o seu acimulo
excessivo (HAMA et al. 2011). Esta remog&o do glicerol € benéfica para
a manutencédo da atividade da enzima, pois sendo o glicerol hidrofilico e
insoltvel em dleos, acaba sendo facilmente adsorvido na superficie das
enzimas reduzindo a atividade catalitica (DOSSAT et al.,1999; LI et al,
2010).

Porém, é importante salientar que um aumento de vazao s6 possui
resultados favoraveis até um determinado ponto. Halim et al. (2009)
descreveram um comportamento semelhante ao estudar a metandlise de
6leo de palma residual de cozinha catalisada pela Novozym®435,
obtendo rendimentos em ésteres metilicos de cerca de 80%, utilizando
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um leito com altura de 10,53 cm, 3,3 g da lipase Novozym®435 e vazdes
de trabalho de 0,57 mL min™. Quando aplicado vazées na faixa de 0,6-
0,9mL min®, os rendimentos comecaram a diminuir. Os autores
explicam que vaz@es de trabalho mais intensas, conseguem melhorar a
transferéncia de massa no interior do reator de leito fixo, pois encontram
uma menor resisténcia da camada liquida do substrato. Entretanto,
guando se aumenta a vazdo de trabalho além de um determinado ponto,
0 substrato passa diretamente pela enzima sem ocorrer interacdes,
impedindo que ele se ligue ao sitio ativo, diminuindo a conversdao em
ésteres.

Desta forma, neste trabalho, percebe-se que o aumento da vazéo
de trabalho nos experimentos 1, 2 e 3 ndo aumentou significativamente
o rendimento em ésteres etilicos. Porém, foi possivel diminuir o tempo
espacial sem a ocorréncia de perdas na conversdo em ésteres etilicos.

4.2.1 Influéncia do tempo espacial na produtividade em ésteres
etilicos

A produtividade é um parametro de grande importancia para
avaliar a viabilidade de um processo. Um sistema considerado ideal
deve, na pratica, alcancar bons indices de produtividade aliados a uma
pequena perda de matéria-prima.

Neste trabalho, calculou-se a produtividade do sistema com o
auxilio da Equagéo 3.10, que relaciona a concentracdo de ésteres etilicos
a saida do reator e o tempo espacial.

Na Tabela 4.2 sdo apresentados os dados referentes a estas trés
variaveis para os experimentos 1, 2 e 3, considerando apenas o estado
estacionério.

Tabela 0.2- Concentragdo massica total de ésteres etilicos e produtividade dos
experimentos 1, 2 e 3.

Concentragdo de

. a Tempo : Produtividade
EXpel’ImentO ESpaCiaI (h) (mgéstf:teilii’:j mL-l) (mgésteres etilicos ml—-l h_l)

1 3 423 141

2 1 515 515

3 0,5 469 938

#CondigGes experimentais: razdo molar 9:1 ( etanol:6leo de palma), 30% (v/v)
de terc-butanol e 50 °C



O experimento 3, com 0 menor tempo espacial, 0,5 h, foi o que
apresentou a maior produtividade em ésteres etilicos, apesar da
concentracdo em ésteres para o tempo espacial de 1 h ter sido superior.
Estes resultados podem ser visualizados na Figura 4.5, que apresenta o
perfil da produtividade obtida nos experimentos em relagdo ao tempo de
duracdo em horas (a) e em nimero total de tempos espaciais continuos

(b).

Outro parametro que pode ser determinado € a producdo em
ésteres etilicos no estado estacionario, que esta ligado a produtividade,
conforme Equacgdo 3.10. Na Tabela 4.3 estdo demonstrados os valores
de concentracdo de ésteres etilicos obtidos no estado estacionario, a
vazdo volumétrica utilizada e a produgdo em ésteres para cada um dos
trés experimentos considerando apenas o estado estacionario (EE).

Tabela 0.3- Concentracdo de ésteres etilicos e produgdo dos experimentos 1, 2 e
3no EE.

Experimento® Vazéol Concentracédo de Estleres Producéo .
(mLh™) (Mesteres etiticos ML) (MGesteres etilicos N )

! 4.9 423 2072

2 14,0 515 7258

3 28,7 469 13460

# Condigdes experimentais: razdo molar 9:1 ( etanol:6leo de palma), 30% (v/v)
de terc-butanol e 50 °C

Percebe-se através dos resultados da Tabela 4.3 que a producao
aumenta em funcdo da vazdo de alimentacdo. Desta forma, analisando
os valores de producdo, tem-se que o experimento 3 foi 0 que gerou uma
maior producdo, mesmo sendo a concentracdo em ésteres etilicos maior
no experimento 2.

Analisando conjuntamente as Tabelas 4.2 e 4.3 nota-se que um a
diminuicdo no tempo espacial, aliado a um aumento nos indices de
produtividade e producgdo de biodiesel torna o sistema bastante atrativo
economicamente.
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Figura 0.5- Produtividade em ésteres etilicos obtidos na etandlise enzimatica de
6leo de palma em reator do tipo leito fixo em modo continuo. (a) em relagdo ao
tempo de duracdo total de cada experimento (b) em relagdo ao nimero de
tempos espaciais de duragdo de cada experimento. CondicOes: Exp. 1: razéo
molar (etanol: 6leo de palma) 9:1, 30% (v/v) de terc-butanol em relagéo ao dleo
de palma, vazéo 0,0812 mL min’?, tempo espacial de 3 h; Exp.2: razdo molar
(etanol: o6leo de palma) 9:1, 30% (v/v) de terc-butanol em relagdo ao 6leo de
palma, vazdo 0,2349 mL min™, tempo espacial de 1 h; Exp.3: razdo molar
(etanol: 6leo de palma) 9:1, 30% (v/v) de terc-butanol em relagdo ao 6leo de
palma, vazao 0,4782 mL min’?, tempo espacial de 0,5 h.
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4.3 Efeito da presenca de solvente na etandlise enzimatica de 6leo de
palma

Para melhorar a eficiéncia das rea¢fes de producédo de biodiesel,
catalisadas por lipases, algumas estratégias experimentais costumam ser
aplicadas.

Dentre elas, a adicdo de solventes ou cossolventes, pode ser
utilizada com o objetivo de melhorar o contato entre os componentes do
substrato, formando uma solugdo menos viscosa, aumentar a
solubilidade entre as fases e também preservar o catalisador, sendo que
alcodis superiores (C2-C5) costumam ser usados para estes fins
(FERRAO-GONZALEZ et al. 2011). Neste trabalho o terc-butanol foi
utilizado como solvente, com base no grande ndmero de trabalhos que
reportam sua eficicia em relagdo & melhora do desempenho reacional na
producdo de biodiesel (CARVALHO, 2008; ROYON et al. 2007).

Para avaliar a influéncia do terc-butanol na etandlise do 6leo de
palma, foi realizado o experimento 4 utilizando a vazdo de
0,2290 mL min™, correspondente a um tempo espacial de 1 h. A razdo
molar entre o etanol e o 6leo de palma foi de 9:1 e todo o sistema foi
mantido a temperatura constante de 50° C. Este experimento foi
realizado na auséncia de solvente e teve duracdo de 93 h (93 tempos
espaciais continuos). A Figura4.6 demonstra o comportamento do
rendimento em ésteres etilicos obtidos no experimento 4.

Em 1 h de ensaio o rendimento encontrado foi superior a 100%,
sendo que no periodo anterior ao inicio do experimento j& havia
substrato no interior do leito, em funcdo do processo de empacotamento
do reator com a enzima. Isto leva a crer que houve um acimulo de
ésteres etilicos retirados na primeira amostra ap6s 1 h de experimento. O
estado estacionario foi atingido em 4 h de reacdo (4 tempos espaciais
continuos), permanecendo neste estado até 78 h (78 tempos espaciais
continuos). No estado estacionario, o rendimento em ésteres etilicos
obtido foi de 79%.
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Figura 0.6- Experimento 4: Rendimento de ésteres etilicos obtidos na etandlise
enzimatica de Oleo de palma em reator de leito fixo operando em modo
continuo. Condigdes experimentais: razdo molar (etanol: dleo de palma) 9:1,
vazdo 0,2290 mL min™, tempo espacial de 1 h, temperatura 50 °C, empregando
a lipase Novozym®435 como catalisador.

A Figura 4.7 compara os resultados de rendimento em ésteres
etilicos obtidos nos experimentos 2 e 4, realizados com 0 mesmo tempo
espacial, sendo o primeiro na presenca de solvente e o0 segundo na
auséncia.

Percebe-se pela comparacdo dos experimentos 2 e 4 que a
presenga do solvente terc-butanol ndo promoveu uma melhora
significativa no rendimento em ésteres etilicos no ensaio 2, que foi de
82%, em quanto no experimento 4 foi de 79%. Mesmo tendo um
aumento de 3% em ésteres etilicos no experimento 2, o perfil de
rendimento em produto foi bastante similar em ambos 0s ensaios.

Estudos anteriores realizados por Dors (2011), utilizando o
mesmo substrato e modelo de aparato experimental, avaliaram este
efeito na reagdo de etandlise do dleo de palma na razdo molar 9:1, vazéo
de 0,025 mL min™ (tempo espacial de 6 h), na presenca e auséncia de
terc-butanol (30% (v/v) em relagdo ao 6leo de palma), catalisadas pela
enzima Novozym~435, sob temperatura de 50 °C. Os resultados
apresentados pela autora descrevem aumentos de cerca de 34% na
conversao do substrato em ésteres etilicos na reacdo com solvente
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Figura 0.7- Comparagdo entre o rendimento de ésteres etilicos obtidos na
etandlise enzimética de dleo de palma em reator de leito fixo operando em
modo continuo dos experimentos 2 e 4. CondicBes experimentais: razdo molar
(etanol: Oleo de palma) 9:1, tempo espacial de 1h, temperatura 50 °C,
empregando a lipase Novozym®435 como catalisador. Exp. 2: vazéo
0,2349 mL min™, adicio de 30% (v/v) de terc-butanol em relacio ao 6leo de
palma; Exp. 4: vaz&o 0,2290 mL min™, auséncia de solvente.

Analisando os resultados obtidos nos experimentos 2 e 4 e 0s
obtidos por Dors (2011), percebe-se que a influéncia da presenca do
solvente no meio reacional torna-se menor conforme diminui-se o tempo
espacial, e, consequentemente, aumenta-se a velocidade dentro do leito.
Estes resultados demonstraram a importadncia em determinar o tempo
espacial capaz de promover um melhor desempenho hidrodindmico do
reator, pois desta forma, é possivel operar em um sistema isento de
solventes.

4.3.1 Influéncia do solvente na produtividade em ésteres etilicos

A produtividade do experimento 4, assim como o rendimento,
seguiu proporcionalmente o resultado atingido no experimento 2. A
concentracdo em ésteres etilicos atingida no estado estacionario foi de
499 MY ¢steres ailicosML™,  resultando em uma produtividade de
499 Mg ¢steres etilicos ml—_l h—l, com DYOdU(}éO de 6939 MY &steres etilicos h_l- A
Figura 4.8 apresenta o perfil da produtividade em ésteres etilicos obtida
no experimento 4, em comparagdo com o experimento 2. Os resultados
indicam que ndo ha diferencas notaveis entre os resultados de producéo
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de ésteres etilicos com ou sem solvente, quando se trabalha em um
tempo espacial baixo.
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Figura 0.8- Comparagdo entre a produtividade de ésteres etilicos obtidos na
etandlise enzimética de dleo de palma em reator de leito fixo operando em
modo continuo nos experimentos 2 e 4. Condigdes experimentais: Exp. 2: vazdo
0,2349 mL min™, adicdo de 30% (v/v) de terc-butanol em relacido ao 6leo de
palma; Exp. 4: vazdo 0,2290 mL min™, na auséncia de solvente. Ambos com
razdo molar (etanol: 6leo de palma) 9:1, tempo espacial de aproximadamente
1 h, temperatura 50 °C, empregando a lipase Novozym®435 como catalisador.

4.4 Efeito da razdo molar entre o etanol e o éleo de palma na reacgéo
de etandlise enziméatica.

Outra estratégia aplicada nas reacdes de transesterificacdo € a
utilizacdo de um excesso alcodlico para deslocar o equilibrio quimico no
sentido reacional da formacgdo de ésteres. Porém, o excesso alcodlico
também pode desativar a enzima, principalmente quando o alcool é
insolGvel na mistura reacional (ANTCZAK et al., 2009).

A fim de avaliar o efeito da razdo molar entre etanol e o 6leo de
palma na formacdo de ésteres etilicos, foi realizado um experimento na
auséncia de solvente aumentando a razdo molar (etanol: dleo de palma)
de 9:1 para 12:1. A vazdo foi de 0,0380 mL min™, correspondente a um
tempo espacial de 6 h. A Figura 4.9 mostra o perfil de rendimento em
ésteres etilicos obtidos no experimento 5.
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Figura 0.9- Experimento 5: Rendimento de ésteres etilicos obtidos na etandlise

enzimética de Oleo de palma em reator de leito fixo operando em modo

continuo. CondigBes experimentais: razdo molar (etanol: 6leo de palma) 12:1,

vazdo 0,0380 mL min™, tempo espacial de 6 h, temperatura 50 °C, empregando
a lipase Novozym®435 como catalisador.

O experimento 5 apresentou um rendimento maximo de 98% em
ésteres etilicos em 24 h de reacdo. Apds este periodo, o rendimento caiu
drasticamente para 28%, permanecendo com este comportamento
durante o estado estacionério, atingido em 144 h (24 tempos espaciais
continuos). A duracdo do estado estacionario foi de 336 h (56 tempos
espaciais continuos), atingindo uma produtividade média de
27 Mesteres etiticos ML h™ € producdo de 367 MQssteres etiticos N ™

Estes resultados podem ser comparados com o trabalho realizado
por Dors (2011). A autora produziu biodiesel utilizando etanol e 6leo de
palma na razdo molar de 9:1, vazéo de 0,0614 mL min™ (tempo espacial
de 6 h), na auséncia do solvente, em um reator de leito fixo operando
continuamente. Verificou-se que um aumento no excesso de etanol de
9:1 para 12:1 ndo influenciou os resultados de forma consideravel. A
comparagdo dos resultados de concentracgdo, produtividade e rendimento
em ésteres de etila, obtidos no experimento 5, com os resultados de
Dors (2011), sdo apresentados na Tabela 4.4.

Analisando  os resultados referentes a  concentragao,
produtividade e rendimento de ésteres etilicos entre o experimento 5 e
os dados da literatura, nota-se que o excesso de etanol adicionado no
experimento 5 ndo melhorou o desempenho da reago.



71

Tabela 0.4- Comparagdo da concentracdo, produtividade e rendimento da
etandlise enzimética do Oleo de palma entre dados da literatura e o
experimento 5.

Condicdes Reacionais Resultados
Experimento Literatura ® Exp. 5
Razdo Molar 9:1 12:1
Tempo espacial (h) 6 6
Concentragdo de ésteres

etilicos 228 185
(mgdésteres Ejtiliaos m Ll)

Produtividade

(mg ésteres etilicos ml—-l hl) 32]6 30’4
Rendimento em ésteres (%) 23 28
®Dors (2011)

Segundo Antczak et al. ( 2009) e Ranganathan et al.(2008), um
excesso muito elevado de etanol no sistema reacional poder causar
efeitos de envenenamento do biocatalisador, além de interferir na
separacao do glicerol devido ao aumento da solubilidade do meio. Desta
forma, obtendo-se rendimentos similares ao se operar com a razdo molar
entre o etanol e 6leo de palma de 9:1 e 12:1, deve-se optar por utilizar o
menor excesso alcodlico, a fim de evitar danos ao biocatalisador.

4.5 Relacao entre o glicerol e éster formado

A determinagdo do teor glicerol contido nas amostras foi
realizado através do método do periodato de sédio, conforme descrito no
capitulo 3. Por tratar-se de uma metodologia de alto custo e bastante
laboriosa, foi selecionado um ponto do estado estacionario de cada
experimento, que variou conforme a disponibilidade de volume de
amostra.

O objetivo desta analise foi avaliar se a quantidade de glicerol
formada durante a producdo de biodiesel nos experimentos realizados
neste trabalho é condizente com a quantidade de glicerol que deve ser
produzida neste processo, de acordo com os valores tedricos
apresentados pela literatura. Assim, pode ser verificado se esta
ocorrendo acimulo de glicerol no interior do reator de leito fixo e,
também, realizar um acompanhamento reacional para saber se a reacdo
atingiu seu maximo de rendimento.

De acordo com a reacdo de formacdo de etil ésteres, para cada 3
mols de etil ésteres formados, tem-se 1 mol de glicerol formado. Através
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do peso molecular de cada um dos componentes, chega-se a um
resultado de 0,11 g giicerol g'léster como sendo a quantidade méaxima
tedrica de glicerol formado na reagdo completa do 6leo de palma com
etanol.

A Tabela 4.5 apresenta os valores de teor de glicerol encontrados
nas analises realizadas em triplicata, antes da purificacdo das amostras,
calculados com auxilio da Equacéo 3.2.

Os resultados demonstram que a formacdo de glicerol na reacdo
de transesterificacdo entre o 6leo de palma e etanol acompanhou
proporcionalmente, porém de maneira diferenciada, a concentracdo de
ésteres etilicos em cada amostra para os resultados com utilizacdo de
solvente e sem solvente. Nota-se que ao utilizar o solvente no meio
reacional, a quantidade de glicerol formada foi superior a obtida no meio
isento de solvente.

Nos experimentos 2 e 4, operados com 0 mesmo tempo espacial
(1 h), este efeito provocado pelo terc-butanol é mais facilmente
percebido. Mesmo obtendo o0 mesmo rendimento experimental em
ésteres etilicos, a quantidade de glicerol formado no experimento 2 (com
solvente), foi superior a do experimento 4 (sem solvente). Isto indica
gue quando o solvente ndo é utilizado, a reacdo do TAG pode estar
acontecendo de forma incompleta, resultando numa maior concentracéo
de MAG e DAG. Além do mais, o solvente pode estar auxiliando a
remocdo do glicerol do leito fixo, evitando o seu acimulo no interior do
mesmo.

Tabela 0.5- Valores do teor de glicerol contido nas amostras ndo purificadas de
biodiesel.

Parametro Exp.1 Exp.2 Exp.3 Exp.4 Exp.5
Amostra (h) 108 30 24 52 264
Tempo espacial (h) 3 1 0,5 1 6
Razdo molar (etanol: 6leo) 9:1 9:1 9:1 9:1 12:1
Solvente (% v/v) 30 30 30 0 0
Rendimento”® (%) 80,5 86 76 86 31,5

Concentracdo de glicerol (%) 4,00 4,66 3,75 2,65 1,00

Concentracdo de éster (%) 50,6 53,9 473 53,0 22,3

Glicerol/Ester (g gicerol 0 éser) 0,079 0,086 0,079 005 0,05

Glicerol /Glicerol gico (%) 71,8 78,2 71,8 45,4 45,4

% Porcentagem de terc-butanol em relacio ao 6leo de palma
® Correspondente ao tempo de amostragem
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4.6 Comportamento e estabilidade da lipase

4.6.1 Efeito da lavagem da lipase Novozym®35 com diferentes
solventes.

Com o intuito de determinar se 0s reagentes utilizados na sintese
de biodiesel afetam a estabilidade da enzima, foram realizados alguns
ensaios onde amostras da lipase Novozym®435 antes de qualquer
utilizacdo em meio reacional foram lavadas com aproximadamente
10 mL de etanol, hexano ou terc-butanol. Apds cerca de 15 min em
contato com os solventes, as amostras foram filtradas e aguardou-se até
a evaporacdo do solvente. O hexano, embora ndo utilizado no sistema
reacional, foi testado para verificar se possuia caracteristicas favoraveis
para a etapa de remocdo de residuos reacionais retidos na superficie das
enzimas, ao final dos experimentos. Para quantificar esta variavel, foi
realizada a medida da atividade hidrolitica (AE) pelo do método da
hidrolise do butirato de metila. A Tabela 4.6 apresenta os resultados
obtidos para as amostras de enzima tratadas com hexano, etanol e terc-
butanol, e sem tratamento.

Tabela 0.6- Atividade hidrolitica das lipases sem tratamento e tratada com
solvente.

Reagente AE (U gcatalisador_l) AE® (%)
Sem tratamento 1823 100
Hexano 1787 98
Etanol 1568 86
Terc-butanol 1408 77

# Atividade hidrolitica em relagéo a lipase sem tratamento.

Os testes realizados demonstraram que as amostras de enzima
lavadas com hexano apresentaram uma atividade hidrolitica superior as
lavadas com terc-butanol. Esta diferenca entre os dois solventes pode
ser explicada através dos valores do log P (coeficiente de particdo do
solvente no sistema octanol/agua) dos reagentes. Segundo Laane et al.
(1987), solventes com log P < 2,00 sdo hidrofilicos, sendo menos
adequados a sintese organica, por perturbarem a interacdo
agua/biocatalisador, extremamente necessaria para a manutencdo da
atividade catalitica. Solventes com log P > 4,00 séo hidrofébicos e ndo
alteram estas intera¢des. O hexano e o terc-butanol apresentam um valor



74

de log P de 4,00 e 1,43 respectivamente. Mesmo o glicerol sendo mais
solivel em terc-butanol, o uso do reagente na etapa de lavagem da
lipase ap6s o uso no sistema reacional pode prejudicar a enzima,
diminuindo sua atividade hidrolitica.

Os resultados obtidos com as lipases lavadas antes da utilizacdo
na reacdo de transesterificacdo se confirmaram através de testes
realizados com amostras do catalisador ap6s a utilizagdo. Amostras de
lipase utilizadas na reacdo de transesterificagdo foram lavadas com terc-
butanol e hexano separadamente. As amostras tratadas com terc-butanol
apresentaram uma atividade hidrolitica inferior as tratadas com hexano.
Os valores encontrados foram de 375 e 428U gcata.isador'l
respectivamente, corroborando com os resultados obtidos.

Assim, o hexano foi selecionado para esta etapa de tratamento
anterior & determinacéo da atividade hidrolitica final da lipase.

A lipase ainda ndo utilizada, ao ser lavada com etanol, apresentou
uma diminuicdo na sua atividade. Este resultado condiz com dados da
literatura que afirmam que um uso excessivo do &lcool na reacdo de
transesterificacdo catalisada por lipases pode ocasionar um
envenenamento do biocatalisador (ANTCZAK et al., 2009).

4.6.2 Determinacgdo da constante de desativacdo e tempo de meia-
vida da lipase Novozym®435.

Ao inicio e ao final de cada experimento, foram realizados
ensaios para quantificagcdo da atividade hidrolitica da lipase, através da
hidrélise do butirato de metila.

As lipases retiradas do reator apos o término de cada experimento
foram lavadas com hexano para remocdo dos residuos reacionais. A
Tabela 4.7 apresenta os valores da atividade hidrolitica inicial e final
(quantificada ap6s o término do experimento) para cada experimento,
calculada pela Equacdo 3.1, assim como os valores da constante de
desativacdo (Ky) e o tempo de meia vida, definidos pelas Equagfes 3.11
e 3.12, respectivamente.
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Tabela 0.7- Valores de atividade hidrolitica (AE) inicial e residual da lipase
Novozym® 435 no inicio e fim de cada experimento.

Exp. Tempo AEinicia AEsina Ky ti Duragéo do
Espacial (U (U (h™y  (h)  Experimento
(h) gcata{i)sador- gcatalisador-l) (h)
1 3 1991 437 0,03 22 240
2 1 1823 357 0,40 1,7 91
3 0,5 1833 327 0,43 1,6 54
4 1 1823 466 0,34 2 93
5 6 2521 228 0,05 139 480

Apesar da alta estabilidade apresentada pela lipase
Novozym®435, a atividade enzimatica caiu significativamente entre o
inicio e o final dos experimentos. Porém, analisando os graficos de
rendimentos em ésteres etilicos, a atividade decai nas primeiras horas de
experimento até atingir o estado estacionario, o que indica que a
atividade se mantém estavel durante a maior parte do tempo. Esta queda
inicial ocorre logo apos a lipase entrar em contato com o meio reacional,
podendo estar relacionada com a inibicdo causada pelo etanol ou ainda
pela presenca do terc-butanol (quando presente), conforme os dados
apresentados na Tabela 4.6, que demonstram a perda de atividade apés a
lavagem da lipase com os dois reagentes. Percebe-se, também, que o
experimento que apresentou uma perda de atividade catalitica mais
intensa foi o experimento 5, que além de ser o que teve uma maior
duracédo, também foi o que utilizou o maior excesso alcodlico na reacéo
(etanol:6leo de palma na razdo molar de 12:1 ). Desta forma, esta perda
de atividade enziméatica mais acentuada no experimento 5 pode estar
relacionada tanto ao excesso do etanol, quanto ao contato prolongado do
biocatalisador com o meio reacional.

Comparando os experimentos 2 e 4, realizados nas mesmas
condicBes experimentais, na presenca e auséncia de solvente,
respectivamente, observa-se uma atividade hidrolitica e tempo de meia-
vida menor e um Ky maior no ensaio 2. Este resultado sugere que o terc-
butanol, de fato, pode causar uma desativacdo na lipase. Sendo assim,
em relacdo a manutencdo da atividade catalitica, o ideal seria a nédo
utilizacdo do solvente na reacéo.

Relacionando a constante de desativacdo das lipases com a
duracéo total do estado estacionario, percebe-se que quanto maior foi a
constante de desativacdo da lipase, maior foi a duracdo do estado
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estacionario de cada experimento. Em relacdo ao tempo espacial, 0s
experimentos que apresentaram um estado estacionario mais duradouro
foram os que utilizaram um menor tempo espacial.

4.7 Consideracfes Finais

A Tabela 4.8 apresenta uma comparacdo dos resultados obtidos
nos experimentos 1 a 5.

Observa-se que, das condicdes testadas, as que apresentaram o
melhor desempenho na sintese de biodiesel foram as aplicadas nos
experimentos 2 e 4, utilizando um tempo espacial de 1 h, razdo molar
entre etanol e 6leo de palma de 9:1. O experimento 2 foi realizado em
meio contendo 30% (v/v) de terc-butanol e o experimento 4 na auséncia
de solvente. No tempo espacial de 1 h, além de se obter os melhores
resultados, foi possivel operar o sistema em meio isento de solvente com
0 mesmo rendimento, producado e produtividade em ésteres etilicos. No
entanto, o experimento 4 resultou em uma reagdo incompleta do TAG,
levando a uma maior concentragdo de MAG e DAG.

Tabela 0.8- Comparacdo dos resultados obtidos nos experimentos 1 a 5.

Parametro Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp.4 Exp.5
Condigdes Operacionais
Razéo molar 9:1 9:1 9:1 91 121
(etanol: 6leo)
Solvente (% v/v) 30 30 30 0 0
Tempo Espacial (h) 3 1 0,5 1 6
Duracéo dos Exp. (h) 240 91 54 93 480

Duracéo dos Exp.

. 80 91 108 93 80
(N°rec) *

Resultados °

Rendimento da

transesterificacdo (%) 7 82 9 9 28
Concentragdo de 423 515 469 499 159
Esteres de etila

Produtividade ° 141 515 938 499 27
Produco ° 2072 7258 13460 6939 367

% Duracio em ndimero de tempos espaciais continuos
® Resultados obtidos durante o estado estacionario
¢ Concentragao em mgesteres etilicos ml—
¢ produtividade em MQeseres etigos ML tht
¢ Produgao em mgesteres etilicos h



5. CONCLUSAO

O objetivo principal desta pesquisa foi analisar 0 processo de
obtencdo de biodiesel etandlico de dleo de palma, através da reacdo
catalisada pela lipase Novozym®435 em reator de leito fixo, operando
em modo continuo. Da analise e discussao dos resultados obtidos, pode-
se concluir:

e Na operacdo continua do reator de leito existe uma faixa de
tempo espacial onde conversdo dos triacilglicer6is em ésteres
etilicos (biodiesel) se mantém constante.

e Dentro da faixa de tempos espaciais estudada, a produtividade
em ésteres etilicos mostrou ser maior para menores valores de
tempo espacial;

e Ainfluéncia positiva da presenca do solvente terc-butanol para
a conversao de triacilglicerdis em ésteres etilicos s6 € sentida
para altos valores de tempo espacial.

e A quantidade de glicerol determinada nas amostras de biodiesel
foi maior para a reagdo na presenca de terc-butanol, sugerindo
que o solvente pode auxiliar a reacdo completa de TAG, além
de evitar o acumulo de glicerol no reator de leito fixo.

e A presenga do solvente terc-butanol na reagdo causou uma
maior desativacdo da lipase Novozym®435, indicando que o
uso do solvente, é danoso para o biocatalisador.

e Um grande excesso de etanol em relagdo ao 6leo de palma, para
razdo molar acima de 9:1, ndo aumenta o rendimento em ésteres
etilicos na reacdo biocatalisada. Além do mais, verificou-se que
guantidades muito elevadas de etanol no sistema causam uma
maior desativagdo no biocatalisar.

e O sistema utilizado demonstrou ser adequado para a sintese de
biodiesel em modo continuo, sendo possivel atingir um estado
estacionario em todas as condi¢des estudadas.






6. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS

Realizar um estudo em relacdo ao uso de solventes organicos na
sintese de biodiesel, a fim de definir a quantidade de solvente
que resultard em um melhor desempenho reacional.
Acompanhar a reacdo de formacdo do biodiesel em relacdo a
formacéo do glicerol através do monitoramento das quantidades
de MAG e DAG formados;

Estudar o efeito do uso de solventes organicos em relagcdo ao
acimulo de glicerol no interior do reator de leito fixo.
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8. ANEXOS

Anexo A — Cromatogramas dos ensaios realizados.

a) Experimento 1- Tempo espacial de 3 h, raz8o molar 9:1 entre
etanol e dleo de palma e 30% ( v/v) de terc-butanol. Amostra de

108 h.
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b)

Experimento 3- Tempo espacial de 0,5 h, razdo molar 9:1 e
30% (v/v) de terc-butanol. Amostra de 30 h.

Intensity
500000 E §
400000 ‘
300000
200000
100000 ‘ ‘ ‘ i
p : |
] ‘ | I 3 ‘ J‘J
0 e . — — -
T T T
10 20
mun

Peak# Ret.Time Area Height  Conc. Unit Mark ID# Cmpd Name

1 3.464 2518224 466716 0.000

2 9.606 66180 14505 0.000

3 13575 3754116 616111 0.000

4 17914 320851 49384 0.000

5 18138 2834214 375312 0.000 v

6 18.622 1692005 248045 0.000 v

7 18.806 429653 80100 0.000 Vv
Total 11615243 1850173
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