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RESUMO

Neste trabalho foi investigado o processo de produgdo de ésteres de
acidos graxos, utilizando as lipases Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 em suas formas livres e imobilizadas, a partir de
diferentes matérias-primas, em modo batelada alimentada em escala
laboratorial e piloto. Primeiramente foi realizado o estudo da lipase livre
Eversa® Transform na producdo de FAME, utilizando os distintos
substratos, onde, o 0Oleo &cido residual teve o melhor desempenho
(89,01% FAME). Porém, as melhores condi¢cBes com esse substrato
foram com 4dlcool etilico comercial (93,57%) (95% FAEE): na razdo
molar etanol/dleo &cido residual de 3,5:1, Eversa® Transform 1% (m/m,
em relacdo ao substrato), incubado em shaker por 8 h (35°C/250 rpm),
com reuso da lipase por até 4 ciclos . Como o 6leo acido residual teve
destaque, foi aplicado juntamente com a gordura &cida residual na
producdo de FAME em escala piloto utilizando a lipase Eversa®
Transform nas condicBes reacionais: matéria graxa (550 kg), agua 2%
(m/m, em relacdo ao substrato), lipase 0,7% (m/m, em relagdo ao
substrato) e a razdo molar metanol/éleo de 4,5:1, com 35 °C em 13 h
para acido graxo residual. Com a gordura acida residual os melhores
resultados (94,1% FAME) foram com 0,3% de lipase Eversa®
Transform 2.0 em 16 h de reacdo. No estudo da imobilizacéo das lipases
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0, a maxima producédo de
FAEE foi com a lipase Eversa® Transform 2.0 nas reagBes de
transesterificacdo de 6leo de girassol em meio com solvente organico,
foram: 0,3 g de lipase imobilizada em Sepabeads-C18, razdo molar
alcool/éleo de girassol de 4:1, 4,1 ml de hexano, 0,2 g de peneira
molecular, a 40 °C e 150 rpm, em 3 h, onde foi possivel sua reutilizacdo
por 4 ciclos. No estudo da sintese de ésteres em meio livre de solvente
organico as melhores condicdes reacionais para a producdo de FAEE
(>98% FAEE) foram: 0,5 g de lipase Eversa® Transform 2.0
imobilizada em Sepabeads-C18, 0,2 g de peneira molecular, razdo molar
etanol/éleo de girassol de 3,25:1, 40 °C e 150 rpm de agitacdo em 3 h de
reacdo,com a possibilidade de reuso da lipase por até 5 ciclos. Ambos os
biocatalisadores Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0
demonstraram que sdo potenciais para uso em reacfes de producdo de
ésteres de &cidos graxos utilizando diferentes matérias-primas em
distintos meios reacionais.

Palavras-chave: Lipases. Biodiesel. Transesterificagao. Esteres
Etilicos; Esteres Metilicos.






ABSTRACT

In this work the enzymatic process of fatty acid esters production was
investigated, using as biocatalyst the lipases Eversa® Transform and
Eversa® Transform 2.0 in their free and immobilized forms, from
different raw materials, in fed-batch on a laboratory and pilot scale.
Firstly, a study was carried out regarding the use of free lipase Eversa®
for FAME production using the different substrates, with the residual
acid oil affording the best performance (89.01 wt% FAME). However,
the best conditions with this raw material was obtained with ethyl
alcohol (93.57 wt%) leading to 95 wt% FAEE at following conditions:
molar ratio ethanol to acid oil of 3.5: 1, Eversa® Transform 1 wt%
relative to raw material, orbital shaker for 8 h (35 °C / 250 rpm). As the
acid oil was highlighted, it was applied together with the fat acid for the
production of FAME in a pilot scale using the Eversa® Transform
lipase under the reaction conditions of acid oil (550 kg), water 2 wt%
relative to raw material, lipase 0.7 wt%, relative to raw material and the
molar ratio methanol to oil of 4.5: 1, at 35 °C for 13 h reaction. For the
fatty acid the best results (94.1 wt% FAME) was reached using 0.3%
Eversa® Transform 2.0 in 16 h of reaction. In the immobilization study
of Eversa® Transform and Eversa® Transform 2.0 lipases, the
maximum production of FAEE was found with Eversa® Transform 2.0
lipase in the transesterification reactions of sunflower oil with organic
solvent for: 0.3 g of lipase immobilized on Sepabeads-C18, molar ratio
4:1 alcohol to sunflower ail, 4.1 ml hexane, 0.2 g molecular sieve at 40
°C and 50 rpm at 3 h, for which it was possible to reuse the enzyme for
4 cycles. Regarding the synthesis of esters in organic solvent-free
system the best reaction conditions for the production of FAEE (> 98
wt% FAEE) were: 0.5 g of Eversa® Transform 2.0 lipase immobilized
on Sepabeads-C18, 0.2 g molecular sieve, ethanol to sunflower oil molar
ratio of 3.25:1, 40 °C and 150 rpm stirring at 3 h of reaction, with the
possibility of lipase reuse for 5 cycles. Both the Eversa® Transform and
Eversa® Transform 2.0 biocatalysts have demonstrated great potential
for use in fatty acid esters production reactions using different
feedstocks in different reaction media.

Keywords: Lipase; Biodiesel; Transesterification; Ethyl Esters; Methyl
Esters.
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DIAGRAMA CONCEITUAL DO TRABALHO

Sintese enzimatica de ésteres de acidos graxos a partir de
diferentes matérias graxas utilizando as lipases Eversa Transform e
Eversa Transform 2.0

Por qué?

o Necessidade de sistema de producdo de ésteres enzimatico
viavel industrialmente;

e Investigar desafios impostos pelo escalonamento de um
processo;

e Comportamento das lipases imobilizadas no sistema de
producdo de ésteres.

Quem ja fez?
eS80 escassos o0s estudos na literatura que aliem a produgdo
enzimatica de ésteres de acidos graxos utilizando enzimas
comerciais livres e seu reuso; a aplicagdo das lipases comerciais
Eversa Transform e Eversa Transform 2.0 em escala piloto e a
sua imobilizacdo ndo é encontrada na literatura.

Hipoteses?

e E possivel obter altas conversdes de ésteres de &cidos graxos a
partir de matérias-primas de baixo custo usando baixa
concentracdo de biocatalisador?

e E possivel melhorar a atuagio destas lipases mediante sua
imobilizagdo?

Como fazer?
e Estudar a producdo de ésteres de acidos graxos com matérias-
primas ja estudadas e com 6leos de baixo custo;
e Empregar a matéria-prima com maior producdo de ésteres de
acidos graxos obtida em escala laboratorial para escala piloto;
e Imobilizar as lipases comerciais livres e aplicar na producgdo de
ésteres de acidos graxos.

A fim de estruturar o trabalho e apresentar os assuntos de forma
organizada este trabalho foi estruturado conforme disposto na Figura 1.
Os capitulos 11, Il e 1V foram subdivididos em introducéo, material e
métodos, resultados e discussao e consideracoes finais.
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INTRODUCAO

Devido a crescente preocupacdo com a utilizacdo de combustiveis
fosseis, 0 uso de Oleos vegetais para a producdo de biocombustiveis
como o biodiesel vem ganhando importancia significativa nos dltimos
anos. Comparado com o diesel de petr6leo, o biodiesel apresenta
vantagens ambientais consideraveis. Estudos do National Biodiesel
Board (associacdo que representa a industria de biodiesel nos Estados
Unidos) mostram que a queima de biodiesel pode emitir em média 48%
menos mondxido de carbono, 47% menos material particulado
(absorvido pelo pulméo) e 67% menos hidrocarbonetos (ANP, 2016).
Essas caracteristicas, aliadas a necessidade de adocdo imediata de
medidas mitigadoras ou de reversdo dos danos ja causados ao meio-
ambiente, destacam o biodiesel como uma alternativa importante e
ambientalmente correta de producdo de energia, visando a busca pelo
desenvolvimento sustentavel (TAN et al., 2010; ATADASHI et al.,
2010).

Porém, com a produgdo do biodiesel, surgiram novos desafios
econdmicos para a sua comercializagdo, isso porque a maior parte deste
biocombustivel é obtida a partir de dleos vegetais, tais como canola,
girassol, palma, amendoim e, principalmente soja. Estas matérias-primas
tém alto custo, chegando a representar até 80% do custo final do
produto, tornando seu valor muito elevado para permitir a sua
competitividade no mercado de combustiveis automotivos (ZHANG et
al., 2003). Além de que o0 uso extensivo de 6leos comestiveis pode levar
a alguns impactos negativos, como a escassez e/ou uma forte alta dos
precos destes 6leos em paises em desenvolvimento e também acaba por
provocar impacto negativo no meio ambiente, uma vez que requer
grandes quantidades de terras disponiveis (BALAT, 2011; AHMAD et
al., 2011).

Com a demanda global de biocombustivel renovéavel crescendo, a
exploracio de novas matérias-primas para a producdo de
biocombustiveis é essencial e critica (BORA et al., 2014). Hoje, a
producdo de biodiesel sem subsidios ou incentivos fiscais torna-se
inviavel. Assim, para escolha da matéria-prima adequada e do método
correto para a producdo de biocombustiveis devem observar-se 0s
aspectos técnico-econémicos do processo. A busca de o6leos ndo-
comestiveis para producdo de biodiesel é fundamental. Sendo
inegavelmente um passo necessario para contornar o problema do
abastecimento de energia. E, a0 mesmo tempo, apoiar outras atividades
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de investigacdo relacionadas com a quimica verde, biologia e
bioenergia (ACHTEN et al., 2008; SHARMA; SINGH, 2009). Com
isso, para a manutengdo deste biocombustivel no mercado, faz-se
necessaria a busca de novas fontes de matérias-primas, como as matérias
graxas obtidas a partir de rejeitos como 6leo de fritura e subprodutos da
industria de 6leos, como a borra, 6leos com alta acidez, residuos obtidos
da destilacdo/refino de Oleos comestiveis, que se constituem em
matérias-primas alternativas e mais baratas, reduzindo o custo final do
produto (HAAS, 2005; ECHIM et al., 2009; SAWANGKEAW;
NGAMPRASERTSITH, 2013). Entretanto, esses Oleos residuais
geralmente apresentam alto teor de acidos graxos livres (AGL) e, desta
forma, ndo poderiam ser usados diretamente como substrato para a
catalise quimica tradicional, a qual baseia-se no emprego de
catalisadores alcalinos, pois a presenca de AGL provoca problemas
como a neutralizacéo do catalisador e a consequente formacao de sabdes
(SHAH; PARIKH; MAHERIA, 2014).

Para contornar os problemas da catalise quimica, temos a catalise
enzimatica que mostra-se tolerante a altas quantidades de AGL presente
na matéria-prima, além de proporcionar baixa geracdo de subprodutos,
facil recuperacdo do biodiesel, glicerina de elevada pureza, condicGes
brandas de reacdo e possibilidade de reuso do biocatalisador
(KULKARNI; DALAI, 2006). A utilizacdo de biocatalisadores como as
enzimas na producdo de biodiesel apresenta um grande potencial,
principalmente por ser uma tecnologia considerada eco-friendly. No
entanto, ainda existem algumas restricGes na aplicagdo em larga escala,
como seu alto custo, a velocidade de reacdo lenta e possibilidade de
desnaturacdo da enzima (BAJAJ et al., 2010; LAM; LEE; MOHAMED,
2010).

Atualmente, investigam-se duas formas de aplicagdo de lipases ao
processo de producdo de biocombustiveis: uso de lipases livres, em
meio aquoso, e o uso de lipases imobilizadas em diferentes matrizes. O
uso de lipases livres € a alternativa de menor custo, ja que ndo possui
custos adicionais com suportes e reagentes para a imobilizacdo; porém
sd0 mais instaveis, suceptiveis a desnaturacdo, e sua reutilizacdo no
processo é dificil em comparacéo as lipases imobilizadas. Ja as lipases
imobilizadas tém maior valor comercial, porém, a sua atividade e
estabilidade sdo melhoradas; caracteristicas estas que possibilitam o
reuso por diversos ciclos de reacdo, diluindo assim o alto custo e
tornando-se atrativa do ponto de vista industrial.

Com isso, a utilizagdo da biocatélise enzimética para a produgéo
de ésteres de acidos graxos utilizando 6leos residuais ¢ uma alternativa
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promissora, combinando beneficios econdmicos e ambientais. A
utilizacdo de enzimas apresenta-se como uma alternativa vidvel para
operacdes em larga escala, aliada a alta disponibilidade de residuos
graxos no Brasil, como é caso dos 6leos de fritura residudis e demais
matérias graxas provenientes das industrias de Oleos e alimentos em
geral, que apresentam baixo custo de aquisicdo, tornam a rota
enzimatica de producdo de biodiesel atraente. O uso de tais matérias
residuais evita que estes passem por processos de tratamento onerosos
ou que sejam liberados para 0 meio ambiente sem nenhum tratamento
prévio, contaminando solos, rios e mananciais de agua, propiciando a
producdo de biocombustiveis menos poluente, renovavel e se apresenta
como um passo significativo para o desenvolvimento de processos
sustentaveis.
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OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi estudar o processo

enzimatico utilizando como biocatalisador as lipases Eversa® Transform
e Eversa® Transform 2.0 livres e imobilizadas para a producdo de
ésteres de &cidos graxos, a partir de diferentes matérias-primas, em
modo batelada alimentada desde escala laboratorial até escalonamento -
planta piloto.

Objetivos Especificos

Capitulo I1:

a)

b)

d)

f)

9)

h)

Estudar a sintese de ésteres metilicos com a lipase Eversa®
Transform a partir 6leo de soja em diferentes sistemas
reacionais;

Avaliar a lipase Eversa® Transform na hidrélise de 6leo de soja
em diferentes condicOes reacionais;

Avaliar a cinética reacional da producéo enzimatica de ésteres
metilicos utilizando 6leo de soja e 6leo de soja com alto teor de
acido oleico;

Selecionar um substrato graxo de baixo valor agregado (6leo de
macauba, 6leo de fritura usado e 6leo acido residual) para a
sintese enzimatica de ésteres metilicos utilizando Eversa®
Transform;

Investigar o escalonamento em laboratorio das reagdes de
sintese enzimatica de ésteres metilicos com os substratos graxos
estudados;

Estudar a cinética reacional com diferentes concentracdes de
lipase Eversa® Transform para a obtencdo de ésteres metilicos
utilizando dleo &cido residual,

Avaliar os ciclos de uso da lipase Eversa® Transform livre na
producdo de ésteres etilicos e metilicos utilizando dleo acido
residual;

Avaliar o polimento do meio reacional como estratégia para
favorecer a formacao de ésteres de acidos graxos.
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Capitulo II:

a)

b)

Aplicar a producdo enzimética de ésteres metilicos em escala
piloto utilizando 6leo acido residual e como biocatalisador a
lipase Eversa® Transform, nas condicBes reacionais
investigadas em laboratorio;

Verificar a sintese enzimatica de ésteres metilicos a partir de
gordura é&cida em escala piloto utilizando os biocatalisadores
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0, nas condicdes
reacionais estudadas em laboratério.

Capitulo 1V:

a)

b)

d)

f)

Imobilizar as lipases livres Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 em diferentes suportes hidrofobicos (Sepabeads-
C18, Lewatit 1600, Purolite-C18, Purolite Divinyl);

Estudar a estabilidade em solvente organico (hexano) das
enzimas imobilizadas revestidas ou ndo com polietilenoimina
(PEI), para a producgdo enzimatica de ésteres etilicos de &cidos
graxos;

Investigar a producdo enzimética de ésteres etilicos de acidos
graxos utilizando as lipases imobilizadas revestidas ou ndo com
polietilenoimina (PEI);

Avaliar o efeito da razdo molar dos substratos (alcool:éleo de
girassol) na producéo de ésteres etilicos e metilicos de &cidos
graxos utilizando as lipases Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 imobilizadas em Sepabeads-C18 em sistema
com e livre de solvente organico;

Estudar a estabilidade aos substratos com as lipases Eversa®
Transform e Eversa® Transform 2.0 imobilizadas em
Sepabeads-C18 modificados com o0s polimeros ibnicos:
polietilenoimina (PEI) combinado com &cido poliacrilico
(PAA);

Avaliar os ciclos de uso das lipases Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0 imobilizadas em Sepabeads-C18 na
producdo de ésteres etilicos de acidos graxos em sistema com e
livre solvente orgénico.
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Capitulo |

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo consta a fundamentacdo tedrica deste trabalho,
trazendo uma breve explanagéo sobre os biocombustiveis, bem como a
apresentacdo do biodiesel como alternativa ao diesel de petroleo, sua
analise no cenario econdmico e os desafios para a manutencdo da
producdo, o apontamento de fatores relevantes em seu processo, como
as matérias-primas, catalisadores e rotas de producdo, apresentando
estratégias que visam diminuir seu custo final, e métodos alternativos
aos processos de catalise quimica convencional, utilizando lipases livres
e/ou imobilizadas como biocatalisadores.

1.1 Biocombustiveis

Atualmente, a andlise do cenario energético mundial indica que
ainda vivemos em uma situacdo de elevada dependéncia dos
combustiveis fosseis, razdo pela qual o desenvolvimento de fontes
renovaveis de energia € uma escolha decisiva para o crescimento
sustentavel da sociedade (SHAH; PARIKH; MAHERIA, 2014). Esse
fator, aliado ao surto de crescimento populacional e ao aumento da
demanda por combustiveis, devido ao grande desenvolvimento
econdmico no setor automotivo, impulsionaram muitos paises a buscar
fontes de energia alternativas e renovaveis, como os biocombustiveis.
Assim, a energia renovavel tornou-se um dos principais focos de
pesquisa na Ultima década, buscando contornar as dificuldades quanto
ao abastecimento de petrdleo e as implicacbes que a queima de
combustiveis fosseis causa ao meio ambiente.

Embora existam muitas fontes de energia renovaveis, como a
energia solar, energia edlica e energia hidraulica, os biocombustiveis
estdo sob acelerado desenvolvimento (GU et al., 2015). No Brasil,
aproximadamente 45% da energia e 18% dos combustiveis consumidos
sdo renovaveis. Em todo o mundo, 86% da energia provém de fontes de
energia ndo renovaveis. Porém, como pioneiro no uso de
biocombustiveis, o Brasil avanca com pesquisas na busca por fontes
renovaveis de energia como alternativas estratégicas ao petrdleo (ANP,
2012; ARAUJO et al., 2013).
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O cenério atual nos mostra como os combustiveis de petrdleo
desempenham um papel significativo no desenvolvimento de diferentes
setores, de transportes, industrial e setor agricola, entre outras aplicacdes
fundamentais para as necessidades humanas (RASHEDUL et al., 2014).
Mesmo com a reserva do total desse combustivel sendo encurtada a cada
dia e que a maioria das energias renovaveis cause menor impacto ao
ambiente, sua aceitacdo é muito mais lenta, isso devido a fatores como a
falta de oferta de produto e restricdes econdmicas (MISRA, 2010).

Neste contexto, o biodiesel, mistura de ésteres monoalquilicos
resultantes da reacdo entre um alcool de cadeia curta e um substrato
graxo, vem ganhando grande destaque, como um combustivel
biodegradavel e ndo poluente. Além disso, obtido de uma fonte
renovavel de energia com maior ponto de fulgor e excelente lubricidade.
Para 0 meio ambiente, os beneficios do uso de biodiesel incluem as
redugdes das emissdes de gases de escape de material particulado, CO; e
SOx (JIANG et al., 2014; JO et al., 2014; KUO et al., 2013).

1.1.1Biodiesel

Ha mais de cem anos, em 1900 a ideia de aproveitar os 6leos
vegetais como matéria-prima para combustiveis surgiu, sendo que essas
experiéncias com motores de combustdo por compressdao foram
conduzidas por Rudolf Diesel, com o intuito de desenvolver um
combustivel barato para motores a diesel (SHAY, 1993). Segundo
relatos, utilizou-se 6leo de amendoim como combustivel para fins de
demonstracdo em um protétipo de motor na Exposi¢cdo Mundial de Paris
(SANTIN, 2013). InOmeras tentativas de utilizar diferentes 6leos
vegetais e misturas de diesel com éleos vegetais, como combustiveis
foram testadas, sem sucesso (ANON, 1982; ADAMS et al., 1983;
PETERSON et al., 1983; SCHLICK et al., 1988; SCHLAUTMAN et
al., 1986; GOERING, 1984; PRYOR et al, 1983; STRAYER et al.,
1983).

A vantagem de dleos vegetais como combustivel era a grande
disponibilidade, o contetdo de calor (80% do combustivel diesel) e a
renovabilidade. Porém, a viscosidade e a baixa volatilidade e a
reatividade de cadeias de hidrocarboneto insaturados eram grandes
desvantagens (PRYDE, 1983). Os problemas aparecem apenas quando o
motor esta fazendo uso de 6leos vegetais como combustivel por longos
periodos, especialmente em motores de injecdo direta. Além da
combustdo incompleta do 6leo, outro problema grave estava associado a
rpida deterioracdo dos Oleos (PETERSON et al., 1983). Durante o
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armazenamento, 0s acidos graxos poli-insaturados sdo muito
susceptiveis a polimerizacdo, causando a formacdo de gomas. A goma
formada ndo queimava completamente, resultava em depoésitos de
carbono e dava espessamento ao dleo (MA; HANNA, 1999). Assim, a
ideia de dleos vegetais como combustivel foi abandonada, e os
derivados do petréleo tornaram-se amplamente disponiveis, dominando
0 mercado de combustiveis (SHAY, 1993).

A crise energética de 1970, aliada a preocupacdo sobre a
deplecdo dos recursos ndo-renovaveis no mundo, proveram incentivos
para a busca de alternativas aos combustiveis convencionais a base de
petréleo (DALLA ROSA, 2009; TALEBIAN-KIAKALAIEH et al.,
2013). Assim, em 1977, foi registrada a primeira patente para um
processo industrial para a producdo de um novo biocombustivel
“biodiesel”, por Expedito Parente, um cientista brasileiro da
Universidade Federal do Ceara (UFC), que pesquisou um novo processo
com base na biomassa para encontrar fontes alternativas de energia
(LIM; TEONG, 2010). As experiéncias acabaram revelando um novo
combustivel originario de Oleos vegetais e com propriedades
semelhantes as do 6leo diesel, o biodiesel (PARENTE, 2003). Assim, o
nome “biodiesel” foi dado ao oleo vegetal transesterificado para
descrever seu uso como combustivel em motores do ciclo diesel
(CERBIO, 2006).

Numa definicdo mais completa, o biodiesel ¢ uma mistura de
ésteres monoalquilicos resultantes de uma reacdo quimica entre um
alcool de cadeia curta e um substrato graxo, geralmente 6leo vegetal ou
gordura animal, na presenca de um catalisador (GERPEN, 2005). E
considerado um substituto ao combustivel diesel, ou seja, pode ser
utilizado em veiculos automotivos e motor diesel sem necessidade de
grandes modificagdes no motor (LUQUE et al., 2010).

1.1.2 Biodiesel: cenario econémico

Em carater mundial observa-se que novas politicas sdo propostas
para apoiar a produgdo de biodiesel, na forma de subsidios e isengdes
fiscais (FERNANDEZ; LIU; ZHAO 2017; GERALDES et al,
2014). Um dos pioneiros a estabelecer esse apoio é o Brasil, que
atualmente é o segundo maior produtor em combustiveis renovaveis,
tanto o biodiesel como o etanol, ficando apenas atras dos Estados
Unidos em ambas as categorias (REN21, 2015). O Brasil contou com a
producdo anual de 3,5 bilhdes de litros em 2016, e uma capacidade
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instalada, no mesmo ano, para cerca de 7,9 bilhdes de litros. Essa
producdo teve incentivo devido a insercdo pelo Governo Federal, em
dezembro de 2004, do biodiesel na matriz energética brasileira com a
criacdo de seu marco regulatério, por meio da Medida Proviséria 214,
convertida na Lei 11.097/2005, que autorizou a mistura de 2% em
volume de biodiesel ao diesel (B2). Nos dias atuais, todo dleo diesel
comercializado em todo o territério nacional contém a mistura
obrigatoria de 7% de biodiesel, estabelecido pelo Conselho Nacional de
Politica Energética (CNPE). Todo o biodiesel produzido no Brasil deve
atender a especificacdo estabelecida pela Resolucdo ANP n° 7/2008.
Atualmente, existem 56 plantas produtoras de biodiesel autorizadas pela
ANP para operacdo no Pais, correspondendo a uma capacidade total
autorizada de 21 mil m*/dia (ANP, 2016).

De acordo com a Agéncia Internacional de Energia (International
Energy Agency), os biocombustiveis tém potencial para atender a mais
de um quarto da demanda mundial por combustiveis de transporte até
2050 (WORLD AGROFORESTRY CENTRE, 2009). A rapida
expansdo da capacidade de producdo esta sendo observada ndo s6 nos
paises desenvolvidos, como a Alemanha, Itdlia, Franca e Estados
Unidos, mas também em paises em desenvolvimento, como o Brasil,
Argentina, Indonésia e Malasia (SANTOS et al., 2012). O biodiesel é o
principal biocombustivel nos transportes europeus: huma quota de 78%
do consumo total de biocombustiveis, 57% correspondem a biodiesel e
21% a bioetanol (KOCAR; CIVAS, 2013).

O fator limitante para o desenvolvimento e uso de biodiesel é o
seu alto custo de producdo, do qual a despesa com matéria-prima
representa cerca de 80% do custo total de obtencdo (LIM; TEONG,
2010). O preco da matéria-prima € um fator crucial na estratégia de
producdo para que o biodiesel se torne competitivo com os combustiveis
fosseis, hoje maioria no mercado (HUANG et al., 2015). Essas matérias-
primas de alto custo sdo as chamadas de “primeira geragdo” baseadas
em 6leos vegetais comestiveis, como por exemplo, éleos de girassol e de
soja. O seu uso deve-se a grande disponibilidade e também a
necessidade de matérias-primas de alta qualidade, com baixos teores se
acidos graxos livres, fundamental para a catalise via quimica, que hoje
representa a principal rota de producédo de biodiesel industrial.

Com o0 uso destas matérias-primas, a producdo deste
biocombustivel passou a ser confrontada com muitas criticas a partir do
contexto da seguranca alimentar (TAKASE et al., 2015). O plantio em
larga escala de culturas alimentares para o biodiesel tem levado muitos
paises a demolir suas florestas, o que resultou em um grave
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desequilibrio ecoldgico, além do fato de ndo destinar terras férteis ao
plantio de alimentos a populagdo, agravando problemas como a fome e a
desnutricdo que afetam principalmente paises em desenvolvimento
(GUI; LEE; BHATIA, 2008). Assim matérias-primas chamadas de
“segunda geracdo” ganharam destaque, destinadas a reduzir a
dependéncia de o6leos vegetais comestiveis, e sdo baseadas em fontes
ndo alimentares, tais como pinhdo manso, 6leo de macaiba, dleos
usados, 6leos reciclados e gorduras de origem animal (AHMAD et al.,
2011; PINZI et al., 2014).

As matérias-primas de segunda geracdo trazem vantagens, como
a possibilidade de ser cultivadas a partir de terras ndo agricolas,
eliminando assim a concorréncia com a producdo de alimentos e o
reaproveitamento de matérias-primas que nao tem destino rentavel, que,
se descartados incorretamente, sdo grandes poluidores de nascentes,
mananciais e rios. A investigacdo da producdo de biodiesel a partir de
oleos ndo comestiveis &€ uma estratégia que traz multiplos beneficios,
como o combate a pobreza para a populacdo rural pobre, ajudando a
melhorar o setor rural ndo agricola, e garantir a producéo sustentavel de
energia (TAKASE et al., 2015).

1.2 Matérias-primas para a Producéao de Biodiesel

Oleos e gorduras sdo substancias de origem vegetal, animal ou
microbiana, insolUveis em agua e sol(veis em solventes organicos. Sdo
formados, principalmente, por triacilgliceréis (TAG) compostos por trés
moléculas de acidos graxos esterificados em uma molécula de glicerol.
Os acidos graxos sdo acidos carboxilicos, geralmente monocarboxilicos,
com cadeia alifatica longa, ndo ramificada, saturada, monoinsaturada ou
poli-insaturada (CURI et al., 2002; BACKES, 2011). Os acidos graxos
saturados apresentam apenas ligacGes simples, sendo principalmente
encontrados em alimentos de origem animal. Os &cidos insaturados
possuem uma dupla ligacdo ou mais na cadeia, e estdo presentes em
6leos vegetais e peixes de origem marinha (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; CURI et al., 2002).

As matérias-primas para a producdo do biodiesel podem ser de
origem vegetal (6leo de soja, mamona, canola, palma, girassol e
amendoim, entre outros) ou animal (sebo bovino, suino e de aves),
podendo-se também incluir o uso de matérias-primas como 6leo de
fritura usado e outros 6leos de reuso. Como pode ser observado na
Figura 1.1, no Brasil, a principal matéria-prima para a producdo do
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biodiesel é o 6leo de soja refinado, que representa mais de 70% da
matéria-prima utilizada na produgdo biodiesel. A gordura bovina
desempenha um papel importante e outras matérias-primas, como 6leo
de semente de algoddo, 6leo de fritura, 6leo de palma, éleo de canola,
gordura de frango e de porco, representam menos de 10%. No entanto, a
escolha da oleaginosa a ser utilizada deve considerar o teor em 6leo
vegetal, produtividade, adaptacdo territorial e a regido produtora
(RAMOS et al., 2003). Um fato a ser considerado para baixar custos de
fabricacdo é a utilizacdo de 6leos degomados que apresentam menor
custo que 6leos refinados, além da possibilidade da reciclagem de 6leos
na producdo deste biocombustivel (AKGUN; IYSCAN, 2007; SILVA,
2009).

Figura 1.1- Matérias-primas utilizadas para producéo de biodiesel no
Brasil.

novembro/ 2016

Outros Materiais

Graxos

7,11% Oleo de Algodio
1,24%

Oleo de Fritura 0,75%

Gordura de Porco
1,20%

Gordura de Frango 0,63%

Oleo de Palma / Dendé
0,21%
Oleo de Canola
1,30%

Fonte: ANP (2016).

Outro fator importante na producdo desses biocombustiveis é o
tipo de alcool a se utilizar na reacdo de transesterificacdo. No Brasil,
atualmente, uma das vantagens da rota etilica frente a metilica, pode ser
considerada a oferta desse alcool, de forma disseminada em todo
territério nacional. O metanol é o alcool mais usado para a sintese do
biodiesel, em grande parte devido a sua ampla disponibilidade e baixo
custo (REYERO et al., 2015). No entanto, a transesterificacdo dos
TAGs presentes nos 6leos vegetais e gorduras animais, pode ser
realizada com ambos os alcoois de cadeia curta, etanol (etanélise), o que
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da origem aos correspondentes ésteres etilicos (FAEES) e com metanol
(metandlise) os ésteres metilicos (FAMEs) (STAMENKOVIC;
VELICKOVIC; VELIKOVIC, 2011; BRUNSCHWIG; MOUSSAVOU;
BLIN, 2012).

1.2.1 Oleo de soja

A soja representa 55% da producdo mundial de oleaginosas e
representa 90% do 6leo vegetal produzido no Brasil, justamente uma das
oleaginosas com uns dos menores teores de 6leo por unidade de peso,
cerca de 17 a 22%. A razdo por que a soja responde pela maior parcela
do 6leo vegetal brasileiro tem outras causas: uma cadeia produtiva bem
estruturada, conta com tecnologias de producdo bem definidas,
modernas e existe uma ampla rede de pesquisa que assegura pronta
solucdo de qualquer novo problema que possa aparecer na cultura.
Ainda, oferece rapido retorno do investimento (ciclo de 4 a 5 meses) é
dos produtos mais faceis para vender, porque sdo poucos 0s produtores
mundiais (EUA, Brasil, Argentina, China, India e Paraguai),
pouguissimos os exportadores (EUA, Brasil, Argentina e Paraguai), mas
muitissimos 0s compradores (todos 0s paises), resultando em garantia de
comercializacao.

Também, pode ser armazenada por longos periodos, aguardando
a melhor oportunidade para comercializacdo, € um dos 6leos mais
baratos, s é mais caro do que o 6leo de algodao e que a gordura animal,
e seu 0leo pode ser utilizado tanto para o consumo humano, quanto para
produzir biodiesel ou para usos na indudstria quimica (BIODIESELBR,
2015). Esses fatores, aliados a boa estabilidade do 6leo e ao seu baixo
teor de AGL, o tornam o 6leo mais utilizado para a producdo de
biodiesel, cerca de 80% da producéo brasileira, 0 que acaba encarecendo
0 biodiesel pelo alto custo e pela competicdo com 0 consumo alimentar.

A soja pertence & familia Leguminosae e a espécie cultivada é a
Glycine max (L.) Merrill., o grdo de soja contém, como citado
anteriormente, entre 17 e 22% de 6leo em sua composicdo e 40% de
proteina (MARCOS FILHO, 1987). E uma cultura com varias
caracteristicas favoraveis: primeiro, a soja tem a capacidade de fixar
nitrogénio, o que faz com que ela se constitua em uma boa opcdo de
rotacdo de cultura, em segundo lugar, a soja € adaptavel a uma vasta
gama de solos e climas; em terceiro lugar, a soja tem a notavel
capacidade de produzir proteina comestivel, mais que qualquer outra
leguminosa conhecida, e responde por 69% e 94% do farelo consumido
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mundialmente e nacionalmente, respectivamente (LIU, 2004;
BIODIESELBR, 2015). Considerando-se toda a producdo mundial de
soja, 16,21% tornam-se 6leo. Explica-se esta diferenca por que parte da
soja é consumida in natura na alimentagcdo humana e animal, apesar do
consumo ser preponderantemente industrial (ALAMBERT, 2010).

As evidéncias historicas e geogréficas indicam que a soja teve
origem no norte da China, e seu cultivo na regido comecou ha cerca de
5.000 anos. Gradualmente, a soja foi transformada em varios alimentos
pelos chineses, incluindo tofu, leite de soja, pasta de soja e molho de
soja, entre outros. Assim, o cultivo da soja foi introduzido no Japdo,
Coreia, entre outros paises do Extremo Oriente ha cerca de 1.100 anos
atrés. A soja foi introduzida pela primeira vez na Europa e América do
Norte no século 18. No entanto, somente em meados de 1900 a
produgdo comegou a despertar interesse nos Estados Unidos.

Milhares de novas variedades foram trazidas, principalmente da
China, durante este periodo. Até 1954, a China liderou 0 mundo na
producdo de soja. Desde entdo, os Estados Unidos tornaram o lider
mundial (LIU, 2004). No Brasil, a soja foi introduzida na Bahia em
1882 e levada para S&o Paulo em 1892. No Rio Grande do Sul, foi
cultivada pela primeira vez em 1900 e, em 1936 ocorre 0 inicio da
expansdo desta cultura no Estado (COSTA, 1996). Na década de 1980,
foi introduzida na regido dos Cerrados, tornando-se a cultura anual de
maior area plantada no pais (ALAMBERT, 2010).

1.2.2 Oleo de macatba

A fim de aumentar a competitividade comercial do biodiesel, para
assegurar a disponibilidade de biocombustiveis e melhorar o uso dos
recursos regionais, espera-se que oleaginosas ndo comestiveis irdo
aumentar a sua participacdo como matéria-prima alternativa para a
producdo de biodiesel (BERGMANN et al., 2013; HAMA, KONDO
2013). A Macauba, Acrocomia aculeata (Jacq.) Lodd. ex Mart é uma
palmeira oleaginosa nativa do Cerrado brasileiro, amplamente
distribuida nas Américas tropicais e subtropicais (HENDERSON et al.,
1995; LORENZI, 2010). E amplamente conhecida pelas propriedades
do 6leo de sua fruta, concentradas no mesocarpo € na améndoa, com
aplicagOes variadas e numerosas nos setores industriais e de energia,
atingindo diferentes mercados de consumo (FORTES; BAUGH, 2004;
BORA; ROCHA, 2004).

Com potencial para ser usada como uma matéria-prima
alternativa as inddstrias regionais no Brasil, devido a sua alta
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produtividade e rusticidade (HIANE et al., 2005, TEIXEIRA, 2005;
BANDEIRA, 2008). Esta palma apresenta alta produtividade com um
potencial de producdo de 6.000 kg de dleo por hectare. Essa
caracteristica é de extrema importancia, especialmente em um pais
como o Brasil, onde o biodiesel é produzido principalmente a partir de
6leo de soja (80%). Considerando-se que um tergo da producgdo de soja
no Brasil é destinado a producdo de biodiesel e em comparagdo com a
produtividade de 6leo de soja, 400-700 kg de dleo por hectare por ano, a
macalba aparece como uma fonte alternativa promissora (USDA, 2011;
CAIRES; FERRARI; MORGANO, 2003).

O 06leo extraido da polpa da macauba é rico em &cido oleico, em
torno de 50% e de 25% de &cido palmitico (COIMBRA; JORGE, 2012),
portanto, quando se considera a estabilidade termo-oxidativa e a
viscosidade relacionada com a composi¢do quimica, os ésteres de 6leo
de polpa de macalba constituem uma excelente matéria-prima para a
producdo de biodiesel (BASSO et al., 2013; LOPES et al., 2013).No
entanto, este 6leo tem teor de AGL elevado e ndo pode ser utilizado
como matéria-prima para a produgdo de biodiesel por meio da rota
alcalina convencional. Neste caso, a sintese de biodiesel pode ser
realizada pelo processo via catalise enzimatica, rota esta que traz
inlmeras vantagens, entre elas a possibilidade de empregar matérias-
primas consideradas de baixa qualidade, pela alta concentracdo de
acidos graxos, e que geralmente apresentam menor preco de mercado
(AGUIEIRAS et al., 2014).

1.2.3 Oleos de reuso

Os conceitos intrinsecos da quimica verde e da biorefinaria
compreendem a concep¢do de produtos quimicos que sejam menos
agressivos ao ambiente e que utilizem matérias-primas provenientes de
recursos renovaveis ou a partir de residuos abundantes (SHELDON et
al., 2007; SANTOS et al., 2010). A partir desta perspectiva, a escolha de
matérias-primas deve ser feita com base em consideracGes técnicas e
econdmicas para que se consiga um processo sustentavel.

O uso extensivo de 6leo alimentar, como discutido anteriormente,
pode levar a alguns impactos negativos, como a fome e 0s pre¢os mais
altos dos alimentos nos paises em desenvolvimento (BALAT,
2011). Por exemplo, na Malésia, as refinarias de biodiesel criaram
escassez de Oleo de palma. Portanto, o preco do 6leo de palma para
cozinhar aumentou 70% (TENENBAUM, 2008). A subida dos pregos
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dos alimentos pode ser benéfica para os produtores agricolas pobres,
mas, a0 mesmo tempo, eles ndo representam o mesmo beneficio para a
populacdo urbana pobre (THOMPSON, 2011). Com isso, muitos dos
pesquisadores concordam que os 6leos ndo comestiveis sdo a alternativa
adequada para substituir os 6leos comestiveis na producdo de biodiesel.
Assim, o foco recente é encontrar matérias-primas de dleo nédo-
comestiveis para a producao de biodiesel (CHHETRI, 2008).

1.2.3.1 Residuos das indUstrias de alimentos

Os residuos, como borra, 6leos acidos e destilados desodorizados,
obtidos durante a refinacdo de Oleos vegetais, sdo apontados como
matérias-primas alternativas e mais baratas para o biodiesel (HASS,
2005; ECHIM et al., 2009; SAWANGKEAW; NGAMPRASERTSITH,
2013). Os principais componentes de dleos acidos sdo os AGL, apesar
destes possivelmente conterem conteldos de TAGs, MAGs e DAGs.
Com isso, estes 6leos sdo praticamente solidos a temperatura ambiente,
ja que o ponto de fusdo dos AGL é mais elevado.

Tais 6leos com um elevado teor de AGL ndo poderiam ser
aproveitados como matéria-prima em métodos de processamento
convencionais, utilizando catalisadores alcalinos homogéneos
(SHIBASAKI-KITAKAWA et al.,, 2015). Pois, na catalise alcalina,
grande quantidades de sabdes sdo formadas a partir da reacdo entre AGL
e o catalisador alcalino. Com a formacdo de sabdes, o catalisador
alcalino sera consumido, e como consequéncia, 0 desempenho catalitico
diminuir, ja que a concentracdo do catalisador sera reduzida. Além
disso, também ir& ocorrer a emulsdo da mistura (ésteres, 6leo residual,
acidos, sabfes e glicerol), de modo que a separacdo dos ésteres
formados serd muito dificil (SHU, 2015).

O limite aceitdvel de teor de AGL para a reacdo de
transesterificacdo convencional, por meio de catalisador alcalino, é de
2% (HAYYAN et al, 2013; HAYYAN et al., 2011a). Muitos
pesquisadores vém estudando a producdo de biodiesel a partir de 6leos
de &cido residuais (LEUNG; WU; LEUNG, 2010; LEE; SAKA, 2010;
ATADASHI, 2013; ISLAM et al., 2013). Porém, ainda ndo ha um
processo comercialmente vidvel para converter 6leos &cidos em
biodiesel que satisfaga plenamente as especificacBes internacionais
(SHIBASAKI-KITAKAWA et al., 2015).

Alguns estudos utilizando 6leos de alto teor de AGL para a
producdo de biodiesel utilizam em sua maioria catalisadores, como
liquidos i6nicos combinados a catalisadores alcalinos (MAN et al.,
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2013), acidos heterogéneos e homogéneos ( MENGYU et al., 2009),
catalisadores &acidos heterogéneos & base de carbono (NAKAJIMA ;
HARA; 2007; SHU et al., 2010; HARA, YOSHIDA; TAKAGAKI;
2004; SHU et al., 2009; TODA; TAKAGAKI; OKAMURA , 2005;
SHU et al., 2011; MO et al., 2008), resinas de troca idnica ( FENG et
al., 2010; SHIBASAKI-KITAKAWA et al., 2015) e tecnologia
supercritica (LUQUE et al., 2008; MARCHETTI; ERRAZU, 2008).

Porém, a aplicacdo com catalisadores acidos na producdo de
biodiesel é limitada devido a questdes como seguranca e elevado custo,
fazendo-se necessario o estudo da reciclagem do catalisador como meio
de viabilizar o processo (HAYYAN; HASHIM; HAYYAN 2014).
Outras caracteristicas negativas da catalise acida, em comparagdo com o
processo alcalino sdo: menores velocidades de reagdo, condi¢cbes mais
severas de producdo (temperaturas elevadas, maior razdo molar entre
metanol e 6leo e maiores quantidades de catalisador) e a formacdo de
produtos secundarios indesejaveis, tais como éteres ou dialquilicos,
tornando-se menos atraente para os fins industriais (KHAN et al., 2014;
LUQUE et al., 2008). E, quando o acido é heterogéneo, pode ocorrer a
desativacdo desse devido a presenca de agua, a qual é normalmente
produzida a partir da reacdo de esterificagdo (MARCHETTI, 2012).

Assim, acredita-se que as enzimas sdo as melhores opgfes para a
producdo de biodiesel, pois elas podem facilmente converter AGL, bem
como os TAGs, em biodiesel a partir de 6leos ndo comestiveis com
conversdes elevadas (RANGANATHAN; NARASIMHAN;
MUTHUKUMAR, 2008). No entanto, seu alto custo de producéo limita
a sua empregabilidade (BAJAJ, et al., 2010). Sendo assim, ha a
necessidade de mais pesquisas para explorar novas tecnologias para a
producdo enzimas, considerando a viabilidade econémica para a atracdo
industrial. Sdo escassos na literatura os estudos envolvendo a producéo
de biodiesel a partir de enzimas utilizando como substrato 6leos acidos
residuais.

1.2.3.2 Oleo de fritura usado

Oleo de fritura usado (OFU) é uma excelente matéria-prima para a
producdo de biodiesel, que apresenta grande disponibilidade em termos
globais. Em todo o mundo a quantidade anual de OFU depende do
consumo de 6leo vegetal refinados. Paises como os Estados Unidos
geram 0,7-1 milhdes de toneladas de OFU por ano (HAMZE; AKIAA,;
YAZDANIA, 2015). O Reino Unido e Canada produzem anualmente
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0,2 e 0,135 milhGes de toneladas, respectivamente. A geracdo anual na
China e no Japéo é estimada em cerca de 4,5 e 0,6 milhdes de toneladas,
respectivamente (BALAT; BALAT, 2010; DIYA'UDDEEN et al.,
2012). No Brasil, o consumo de o0leos vegetais por familia é de
aproximadamente 7 kg/ano (IBGE, 2013a). Assumindo uma perda
percentual maxima de 18%, devido a quantidade de 6leo absorvido pelo
alimento durante a fritura, supondo que existem 57.320.555 familias no
pais, é possivel chegar a uma estimativa de geracdo de 6leos usados 0,3
milhdes de toneladas ano (AMORIM; JUNQUEIRA; JOKL 2010;
IBGE, 2013b).

Portanto, a producédo de biodiesel a partir de 6leos de fritura usado
ndo s6 fornece uma solucdo para a poluicdo ambiental, devido ao
descarte incorreto desse, ele também poderia melhorar a economia
viabilisando a producdo de biodiesel com menores custos, inclusive
menores que o diesel de petroleo (FARAG et al., 2011; ESCOBAR et
al., 2009; MENG et al., 2008). Assim, o aproveitamento dos 6leos
residuais de fritura para a producdo de biodiesel representa uma solucgao
de multiplas vantagens, contribuindo tanto para a revalorizacdo de um
residuo que, ndo sendo tratado adequadamente, acaba por poluir o meio
ambiente ou provocar entupimentos na tubulacdo de esgotos, como
também para a melhoria da qualidade do ar nas grandes cidades por
meio da substituicdo do Oleo diesel por um combustivel renovavel e
mais limpo, trazendo beneficios ambientais e econdmicos para a
producdo de biodiesel nos grandes centros metropolitanos (BOTELHO,
2012).

Atualmente, a producdo mundial de dleos e gorduras é de cerca de
154 milhGes de toneladas (MPOC, 2008). A maior parte desse 6leo é
usada para fritura, e pode causar problemas de eliminacdo apds seu uso.
O aproveitamento destes dleos residuais em outros setores, como no de
racdo animal, é proibido, isso porque, durante processo fritura, muitos
compostos nocivos sdo formados. Eventualmente, estes compostos
nocivos entrardo em nossa cadeia alimentar novamente durante
consumo de carne animal (KULKARNI; DALALI, 2006).

Durante a fritura, o 6leo é aquecido sob condigdes atmosféricas a
temperatura de 160-190 °C (GAZMURI; BOUCHON, 2009). Com
isso, ele desencadeira vérias reacbes quimicas, tais como a
polimerizacdo, a hidrdlise e a oxidagéo, devido a sua reacdo a luz, ao
calor e ao oxigénio. Como resultado, forma diferentes compostos
guimicos, tais como dimeros, polimeros, TAGs oxidados, DAGs e AGL
(SHARMA et al., 2012). Com isso, 0 6leo de cozinha usado pode conter
entre 0,5 e 15 % de AGL, o0 que o torna por muitas vezes inviavel na
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rota alcalina de producdo de biodiesel (KNOTHE; JURGEN, 2004). O
uso de lipase como catalisador elimina o problema de saponificacdo dos
AGL, transformando toda a matéria graxa em biodiesel, alargando assim
a gama de matérias-primas a serem aproveitadas (HALIM;
KAMARUDDIN, 2008; FJERBAEK; CHRISTENSEN; NORDDAHL,
2009; BERCHMANS; HIRATA, 2008).

Geralmente, tendo em vista a qualidade do 6leo de fritura, muitas
vezes é necessaria a aplicacdo de algum método de pré-tratamento, com
0 intuito de cumprir os padrdes de qualidade exigidos para a reacdo de
transesterificagdo. Poucos estudos na literatura avaliam 0s custos
adicionais devido a etapa de pré-tratamento. No entanto, mesmo com
esse custo adicional, ainda é possivel ver uma melhora significativa na
viabilidade econémica do processo de producdo do biodiesel a partir de
6leos residuais, em comparacdo com 6leos refinados (YAAKOB et al.,
2013). Alcancando reducdo de até 45% dos custos diretos de produgéo
do biocombustivel, mesmo com os custos adicionais de pré-tratamento
(ZHANG et al., 2003b).

1.2.3.2.1 Pré-tratamentos

O oOleo de fritura que sera submentido ao processo de
transesterificacdo passa por uma analise para identificar a presenca de
compostos indesejaveis e impurezas que devem ser eliminadas.
Geralmente, o 6leo necessita apenas de um processo de filtracdo para a
remogdo de particulas sélidas em suspensdo. No entanto, em alguns
casos, 0 6leo apresenta um alto nivel de degradacdo, o que pode levar a
menor rendimento de ésteres, com isso, surge a necessidade de algum
pré-tratamento, tais como: inje¢do de vapor, neutralizacdo, evaporacdo a
vacuo ou filtracdo a vacuo (KULKARNI; DALAL, 2006).

Outros métodos de pré-tratamento também sdo relatados na
literatura, como: métodos de filtragdo para remocgdo de sélidos em
suspensdo, secagem em forno microondas, neutralizacdo de AGL
(catalise quimica), remocdo de polimeros por meio do uso de carvdo
ativado, adi¢do de sulfato de magnésio como agente de secagem, uso de
acidos fosférico para remocdo de gomas, centrifugagéo para a remogéo
de solidos em suspensdo e secagem com cloreto de calcio
(CVENGROS; CVENGROSOVA, 2004; SAIFUDDIN; CHUA, 2004;
FELIZARDO et al., 2006; PREDOJEVIC, 2008). Embora a remocao de
compostos indesejaveis, como agua, AGL e polimeros, antes de
transesterificacdo, possa melhorar o desempenho da reacdo de producéo
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de ésteres, pré-tratamentos tendem a aumentar 0s custos do processo.
Com isso, € crucial uma analise minuciosa dos métodos a serem
empregados em cada processo (ARAUJO et al., 2013).

1.3 Estratégias para a Producéo de Biodiesel

O biodiesel pode ser obtido por diferentes estratégias como a
pirélise, diluicdo (mistura direta), microemulsdo, esterificacdo e
transesterificacdo. Processos de diluicdo, pirdlise e microemulsdo néo
sdo preferidos devido ao longo tempo reacional para a obtencdo de alta
producdo, apesar da simplicidade desses (LIN et al., 2011). Assim, o
método mais comum de producgdo é a partir de Gleos vegetais, gorduras
animais, ou de 6leo de microalgas, por meio da transesterificacdo de
triacilglicerol com um &lcool de cadeia curta, usando catalisadores
alcalinos, &cidos ou enzimas. A Figura 1.2 apresenta as reagdes
intermediarias da reacdo de transesterificacdo entre um triacilglicerol e
um alcool de cadeia curta.

Figura 1.2- Reagdes intermediarias da reacdo de transesterificagdo entre um
triacilglicerol e um alcool de cadeia curta.
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Na reagdo de transesterificacdo dos dleos vegetais, um triacilglicerol
reage com um alcool na presenca de um catalisador (enzimatico, acido
ou base), produzindo uma mistura de ésteres e glicerol. Conforme
Meher et al. (2006), a reacdo estequiométrica exige 1 mol de um
triacilglicerol e 3 moles do alcool, resultando na producédo de 3 moles de
ésteres e 1 mol de glicerol. Acredita-se que trés sucessivas e reversiveis
reacdes acontecam. O primeiro passo é a conversao de um triacilglicerol
(TAG) a um diacilglicerol (DAG), seguido pela conversdo de um
diacilglicerol a monoacilglicerol (MAG) e do monoacilglicerol para
glicerol, gerando uma molécula de éster de cada gliceridio a cada fase
da reacdo (SRIVASTAVA; PRASAD, 2000).

Os processos convencionais apresentam pelo menos dois
obstaculos: o primeiro refere-se a uma limitacdo na transferéncia de
massa e de baixa velocidade da reacdo devido ao sistema bifésico de
mistura entre 6leo e lcool. O segundo é a dificuldade de purificacio do
produto (isto é, a remocao de impurezas, tais como sabdes, catalisadores
residuais, vestigios de metanol, glicerol e 4gua) (DORADO et al., 2004).
Para superar esses obstaculos, uma série de novas abordagens vem
sendo estudadas, como catalisadores heterogéneos, catalisadores nano
cristalinos MgO (VERZIU et al.,, 2008), 6xidos metélicos CaO
(YOOSUK et al.,, 2010), catalisador magnético sélido composto de
Ca/AllFe;04 (TANG et al., 2012), funcionalizante SBA-15 (XIE et al.,
2014) desenvolvidos para facilitar a separacdo entre catalisadores e
volume reacional, e aumentar os rendimentos de biodiesel.

Novos processos de reacdo e reatores também sdo investigados, tais
como processos supercriticos (WARABI et al., 2004, TRENTIN et al.,
2011a,b) e uso de ultrassom (HSIAO et al., 2010, CHOUDHURY et al.,
2013, BATISTELA et al., 2012). Além disso, co-solventes, tais como
hexano, benzeno, tetrahidrofurano (THF) (GRYGLEWICZ et al., 1999)
e liquidos ibnicos (GUO et al.,, 2011; LAPIS et al.,, 2009), sdo
introduzidos para melhorar a miscibilidade entre 6leo e alcool. Apesar
dos avancos tecnoldgicos, muitos destes novos métodos apresentam
limitacbes, como: baixo rendimento, processos sofisticados, alto
consumo de energia, altos custos, e riscos ambientais (GU et al., 2015).

Diversos aspectos, incluindo o tipo de catalisador (enzimatico,
alcalino ou &cido), relacdo molar entre alcool/éleo vegetal, temperatura,
pureza dos reagentes, temperatura da reacdo, tipo de alcool utilizado,
uso de co-solvente e presenca de 4gua e de AGL, afetam a velocidade de
reacdo (SCHUCHARDTA et al., 1998). Neste sentido, a seguir, sdo
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apresentadas de forma sucinta as principais rotas tecnoldgicas utilizadas
para a producdo de biodiesel.

1.3.1 Processo via catalise quimica

Processos industriais atuais para a produgdo de biodiesel utilizam
amplamente a transesterificacdo alcalina homogénea de o6leos
comestiveis, com alto rendimento (cerca de 98%) e em um curto tempo
de reacdo (cerca de 1 h). No entanto, este processo tem algumas
desvantagens: dificuldade de separar o catalisador do glicerol, producéo
de &guas residuais altamente alcalinas e exigéncia de alta qualidade/alto
preco de matérias-primas, pela exigéncia do baixo teor de AGL e de
baixo teor de &gua, a fim de evitar a formacdo de sabdes (AGUIEIRAS
etal., 2014).

As bases homogéneas geralmente utilizadas sdo o hidréxido de
s6dio (NaOH) ou hidréxido de potassio (KOH) (FELIZARDO et al.,
2006; KULKARNI; DALAI, 2006). Estes catalisadores sdo
amplamente disponiveis e econdmicos (LOTERO et al., 2005). De fato,
foi relatado que a velocidade para a reacdo catalisada por base seria
4.000 vezes mais rapida em comparacdo com catalisador &cido
(FUKUDA et al., 2001; KULKARNI; DALAI, 2006). No entanto, a
utilizacdo do presente catalisador é limitado apenas por 6leo vegetal
refinado com menos do que 0,5% de AGL ou o indice de acidez inferior
a 1 mg de KOH/g (WANG et al, 2006; FELIZARDO et al.,
2006). Alguns investigadores relataram que o catalisador basico pode
tolerar maior teor de AGL, 0,5-2%. Assim, para os residuos de 6leo de
cozinha, 6leos acidos, borras, etc., com um teor médio de AGL superior
a 5%, o catalisador alcalino ndo é adequado para ser utilizado no
processo (LOTERO et al., 2005; LAM; LEE; MOHAMED et al., 2010).

Além de que, com elevado teor de dgua em déleos residuais, 0
rendimento do éster também pode ser afetado (LAM; LEE;
MOHAMED et al., 2010). Quando a agua esta presente, particularmente
a temperaturas elevadas, pode ocasionar a hidrolise TAG, DAG e MAG
formando AGL. Além das demais desvantagens, os sabdes tendem a
solidificar a temperatura ambiente e, assim, uma mistura de reacdo pode
formar uma massa semi-solida que é muito dificil de recuperar
(FELIZARDO et al., 2006).

Diversos estudos tém investigado as varidveis que afetam o
desempenho e as caracteristicas do biodiesel produzido a partir de 6leo
fritura usado, empregando como catalisadores KOH e NaOH. Reefat et
al. (2008) e Phan e Phan (2008) utilizaram estes catalisadores KOH e
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NaOH nas concentragdes (0,5% e 1,0%), temperatura de reacgdo (25 e 65
°C) e razdo molar metanol/éleo (3:1, 6:1 e 9:1), sendo os melhores
rendimentos em ésteres alcangados com KOH. Ou seja, o KOH
proporciona a maior velocidade de reacdo em relacdo ao catalisador
NaOH (DORADO et al., 2004). Ja catalise acida é uma alternativa que
ndo enfrenta limitagdes pelo teor de AGL do 6éleo, pois o acido pode
catalisar simultaneamente esterificagédo e transesterificacdo. No entanto,
apesar de sua insensibilidade para AGL na matéria-prima, a
transesterificacdo catalisada por acido deixa a reacao relativamente mais
lenta, € necessario uma grande quantidade de energia e os fluidos sdo
dificeis de manusear, causando problemas de corrosdo em equipamentos
e producdo de residuos acidos, com graves impactos ambientais (AL-
ZUHAIR et al.,, 2007; WANG et al., 2006). Jacobson et al. (2008)
estudaram diferentes tipos de catalisadores dacidos solidos, como
Mo0O5/SiO,, Mo03/ZrO,, WO3/SiO,, Al,Oze estearato de zinco em
suporte de silica, quanto a producéo de biodiesel a partir de dleo fritura,
sendo o estearato de zinco imobilizado em silica gel considerado o
catalisador mais estavel e eficaz. O catalisador foi reutilizado vérias
vezes sem qualquer perda na atividade e a conversdo de ésteres foi de
98%.

Embora a transesterificacdo quimica proporcione niveis elevados
de conversdo dos TAG aos seus correspondentes alquil ésteres de acidos
graxos, este processo traz uma série de desvantagens, como: grande
gasto de energia, a recuperacdo do glicerol é dificil, o catalisador &cido
ou alcalino tem que ser retirado do produto, o efluente alcalino requer
tratamento, além de ndo ser um processo considerado “verde” (MEHER
et al., 2006; FUKUDA et al., 2001).

1.3.2 Processo via catéalise enzimatica

A sintese de biodiesel utilizando enzimas como catalisadores vem
atraindo o interesse de pesquisadores e produtores de biodiesel, por ser
uma abordagem verde para a producdo de um combustivel renovavel
por meio de um catalisador bioldgico. A catalise enziméatica mostra
elevado grau de pureza dos produtos, maior flexibilidade na matéria-
prima, menor geracdo de efluentes e exige condi¢des de reagdo
brandas. A capacidade catalitica das lipases é muito grande e a
vantagem de sua utilizacdo frente a rota convencional é a possibilidade
de uso de matérias-primas oleosas com indice de acidez elevado
(GULDHE et al., 2015).
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Desenvolvimentos recentes na transesterificagdo enzimatica
aumentaram as perspectivas desse processo como uma técnica de escala
industrial para a producdo de biodiesel. Em 2007, Lvming Co. Ltd.,
Xangai, China, estabeleceu uma unidade piloto de produgéo de biodiesel
enzimatico com uma capacidade de 10.000 toneladas utilizando 6leo de
cozinha como matéria-prima e como catalisador uma lipase, de baixo
custo, extraida de Candida sp. 99-25, ($ 0,03 kg™ biodiesel) (YUN et al.,
2013). Em 2012, Piedmont Biofuels, da Carolina do Norte,
desenvolveram uma nova tecnologia (FAESTER) para a producdo de
biodiesel continuo usando Lipase B de C. Antarctica (CALB) da
Novozymes (CHRISTOPHER et al., 2014). No primeiro trimestre de
2014, tanto Blue Sun Biodiesel em St. Joseph, Missouri e Viesel Fuel
LLC em Stuart, Florida, anunciaram a producdo em grande escala de
biodiesel enzimatico, catalisado pela lipase Novozymes Callera Trans,
sendo possivel produzir biodiesel a partir de uma ampla variedade e
qualidade de 6leos. A capacidade de produzir biodiesel a partir de
matéria-prima, independentemente do seu teor de AGL, em dltima
andlise, torna o processo, de certa forma, mais eficiente em termos de
custo para produzir biodiesel (NIELSEN, 2014).

O principal desafio encontrado no aumento de escala é o custo da
lipase, que é muito mais elevado em comparacdo aos catalisadores
guimicos convencionais. Entretanto com o desenvolvimento recente de
aplicacdes biotecnoldgicas, a procura por novas fontes de enzimas de
baixo custo cresceu, gerando novas possibilidades. Processos
enzimaticos também geram alta qualidade do subproduto/co-produto
glicerol, possibilitando a obtencdo de melhores precos de mercado em
sua comercializagdo e um leque maior de aplica¢fes nas inddstrias de
alimentos, cosméticas e farmacéuticas (SINGH et al., 2014). O
aprofundamento em estudos quanto a estabilidade e atividade catalitica
possibilitaria o prolongamento da reutilizacdo destes catalisadores,
gerando assim economia ao processo. Com esses avangos, as reacdes
catalisadas por enzimas na producdo de biodiesel sdo uma abordagem
ecoldgica e sustentavel, que pode ser implementada em usinas de
biodiesel em grande escala (GULDHE et al., 2015).

A fim de diminuir o custo do biodiesel, Su e Wei (2014)
investigaram o uso de borra de dleo como a matéria-prima para a
producdo de biodiesel. O processo foi realizado utilizando um terc-
alcool, a otimizacéo do processo gerou rendimento em ésteres metilicos
de 95,2% em 10 h, para a razdo molar metanol/dleo de 5:1, 4% de
lipase, com adicdo de peneira molecular (3 A°), e a temperatura de 45 °©
C em sistema de reacdo com a adigéo de terc-pentanol.
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Ribeiro et al. (2012) estudaram as variaveis que afetam a
transesterificacdo do 6leo de coco na producdo de biodiesel utilizando
enzimas imobilizadas como catalisadores e etanol. As reagdes de
transesterificacdo foram realizadas em reatores de vidro fechado e
mantido sob agitacdo de 200 rpm e catalisada pela lipase comercial
Novozym 435, com temperatura (40-60 °C), concentragdo de enzima (3-
7%) e razdo molar dleo/etanol (1:6 - 1:10). O melhor resultado, 80,5%
de conversdo, foi obtido com a maior temperatura, razdo molar e
concentracdo de enzima. Santin et al. (2014) estudou a viabilidade da
técnica de producdo de biodiesel utilizando a lipases C. Antartica B
(CALB) imobilizada em um suporte de poliuretano de baixo custo. Os
experimentos foram realizados em modo batelada sob irradiacdo de
ultrassom e conversao em ésteres de acidos graxos foi de 81%, com 132
W.cm™ de poténcia ultrassonica, razéo molar de 1:6 (acido graxo de
soja/etanol), 65 °C e 10 % m/m de enzimas em 3 horas de reacéo.

1.4 Lipases

As lipases sdo reconhecidas como eficientes catalisadores para a
biotransformacéo de 6leos e gorduras em sistema aquoso e ndo aquoso,
sdo também resistentes & presenca de altos teores de AGL, permitindo
assim redugdo significativa do custo com matéria-prima a ser
processada. Sdo inimeras as aplicacGes destas enzimas, incluindo
refino ou reestruturacdo de 6leo e gorduras, hidrélise de Oleos,
esterificacdo e incorporagdo de outros compostos em moléculas lipidicas
(KHAN e ALZOHAIRY, 2010). Além disso, sabe-se que 0 uso de
lipases acaba por reduzir a unidade de processamento de biodiesel,
tornando o processo mais simples atravé da reducdo de etapas no
tratamento para a purificacdo de biodiesel e também para sub/co-
produtos gerados, resultando em um processo ambiental compativel
(GOG et al., 2012).

As lipases (EC 3.1.1.3 triacilglicerol acil-hidrolases) sdo enzimas
gue pertencem a subclasse 1 das enzimas hidroliticas de classe 3, sendo
designadas como uma sub-classe 1 devido a sua especificidade pelas
ligacbes dos ésteres de A&cidos carboxilicos, tendo como fungéo
biolégica a conversdo catalitica em DAG, MAG, AGL e glicerol
(PATIL et al., 2011; STERGIOU et al., 2013). As lipases, em geral,
apresentam massa molecular entre 20 e 75 kDa com cerca de 300
residuos de aminoacidos, atuam na faixa de pH entre 4 a 9 e na
temperatura entre 25 e 70 °C (DE CASTRO et al., 2004; KAPOOR;
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GUPTA, 2012). Estes biocatalisadores apresentam importantes
aplicacBes industrias, tais como: de sintese orgénica, de produtos
farmacéuticos, de detergentes, de alimentos, de panificagéo, de bebidas,
de cosméticos, de couro, de papel, de tratamento de residuos, entre
outras (BADGUJAR et al., 2013).

As enzimas podem ser empregadas em processos de diferentes
formas, livres, ou seja, em sua forma soltvel ou também em sua forma
imobilizada, aderida a diferentes matrizes. Em ambas as formas, os
biocatalizadores apresentam muitas vantagens, assim como muitas
restricGes. Para a sua aplicacdo se deve levar em conta o tipo de
processo, o designer dos reatores, as caracteristicas das matérias-primas
e 0s produtos de interesse a serem formados.

Desde o inicio da década de 90, o biodiesel é considerado
uma alternativa promissora na comunidade cientifica. Em dezembro de
2014, uma nova lipase solivel chamada Eversa® Transform foi lancada
pela Novozymes S/A (Dinamarca) com potencial para uso em processos
de producéo de biodiesel enzimatico industrial. Apés, em maio de 2016,
a empresa anunciou a segunda geracdo da lipase, a Eversa Transform
2.0, com maior termoestabilidade (NOVOZYMES, 2016). Ambas as
lipases sdo comercializadas em fase aquosa e apresentam elevada
atividade na transesterificacdo de glicéridos e na esterificacdo de acidos
graxos livres, suas formulagfes asseguram uma elevada estabilidade e
uma longa vida Gtil do produto (NOVOZYMES, 2015). A lipase Eversa
Transform 2.0 ¢ uma hidrolase de éster carboxilico (EC 3.1.1.3),
produzida pela fermentagdo submersa de um microrganismo de
Aspergillus oryzae geneticamente modificado (NOVOZYMES, 2016).

1.4.1 Lipases livres

As lipases livres tm o mérito de reduzir o custo de preparacéo,
ja que ndo tem gastos com suporte e reagentes para a imobilizagdo, sua
velocidade de reacdo é mais rapida, se destacando como uma abordagem
promissora para a producdo de biodiesel e atraindo crescente atengdo
nos Ultimos anos (CESARINI; DIAZ; NIELSEN, 2013; REN et al.,
2013; REN et al., 2011; CESARINI et al., 2014b).

Essas podem ser produzidas e vendidas a precos 30-50 vezes
mais baixos em comparagdo as enzimas imobilizadas, tornando todo o
processo mais competitivo, em relagdo a processos convencionais
(CESARINI; PASTOR; DIAZ, 2014). E, segundo Cesarini et al. (2013)
essas lipases poderiam ser reutilizadas no processo apos a recuperacgéo a
partir da fase de glicerina formada, 0 que pode tornar um processo
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enzimatico viavel comercialmente (CESARINE; DIAZ; NIELSEN,
2013). Mesmo assim, ainda existem poucos trabalhos relatados na
literatura sobre o wuso de lipases sollveis nas reagdes de
transesterificacdo (PEDERSEN et al. 2014; CESARINI, DIAZ,
NIELSEN, 2013; LV et al.,, 2010). Essas reacdes estdo ganhando
atencdo devido a possibilidade de aceitar 4gua no processo de produgédo
de biodiesel, &gua que é essencial para manter a estrutura tridimensional
especifica de algumas lipases, especialmente se forem utilizados na
forma soltvel (NIELSEN; BRASK; FIERBAEK, 2008).

Por outro lado, as enzimas em sua forma livre apresentam
algumas devantagens, pois, sdo0 muito sensiveis ao calor e ao pH e a
possibilidade de reuso no processo é dificultada (LIU, WANG, JIANG
et al., 2012). Para ultrapassar estas desvantagens, as enzimas podem ser
imobilizadas sobre varios tipos de matriz (materiais poliméricos,
nanomateriais, entre outros), proporcionando enzimas mais estaveis e
mais eficazes (DOGAC et al. 2017).

Chen et al. (2008a,b,c), relataram que a lipase soltvel NS81006
poderia ser capaz de catalisar a metandlise de TAG para produzir
biodiesel em sistema bifasico 6leo/agua com rendimentos de biodiesel
superior a 90%, ap6s 8 h de reacdo. Onde 0 mecanismo de reacédo
utilizado em reacBGes em sistemas 6leo/agua ainda deve ser explorado
para compreender melhor o processo, e possibilitar o maior controle das
variaveis da reacdo de producdo de biodiesel.

Segundo Firdaus et al. (2016), que estudaram a aplicacdo da
Eversa transform nas condicdes de 2-20% de agua, 0-10% de glicerol,
razdo molar O6leo de canola/metanol de 1:4,5, testadas
experimentalmente e por meio de simulagbes computacionais, 0s
maiores teores de ésteres metilicos, proximos as especificacdes do
biodiesel, podem encontrados em 24 h utilizando 1% de enzima (35°
C).

1.4.2 Lipases imobilizadas

O uso de lipases como catalisadores vem contribuindo para o
rapido crescimento da area de sintese organica. As pesquisas nesta area
buscam enzimas mais eficientes que as atuais, novos compostos alvos, e
também novos suportes sélidos capazes de sustentar a atividade
enzimética em meio organico. Uma enzima imobilizada é definida como
a enzima fisicamente confinada a um determinado suporte, mantendo ou
aumentando sua atividade catalitica (JEGANNATHAN et al,
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2008). Para reduzir o custo de producdo de transesterificacdo
enzimatica, algumas estratégias podem ser modificadas nas etapas
upstream, midstream e dowstream do processo. Especificamente, a
melhora na estabilidade catalitica e na atividade da lipase pode ser
realizada por meio do estudo da engenharia de proteinas, otimizacdo de
técnicas de engenharia metabdlica e imobilizagdo de enzimas (HWANG
etal., 2014).

No contexto de quimica verde, ressalta-se a reutilizacdo de
enzimas imobilizadas, uma excelente abordagem, que possibilita a
redugdo do custo e reducdo da quantidade necessaria desses
biocatalisadores em processos para sintese de compostos de alto valor
agregado (ANDRADE et al., 2010). Além disso, a imobilizagdo de
enzimas em processos industriais apresenta vantagens importantes,
como controle da formacéo de produto de interesse e maior eficiéncia do
processo, além de permitir que a enzima se torne mais estavel e
resistente a condicGes severas, com aplicagdo em uma ampla gama de
pH e temperatura (CIPOLATTI et al., 2015; PEREIRA et al., 2015;
CIPOLATTI et al., 2014, BENASSI et al., 2013; DICOSIMO et al.,
2013).

A ligacdo entre suportes e a enzima pode ocorrer por métodos,
como: adsorcdo, ligacdo covalente, ibnica, encapsulamento, entre outras
técnicas mais sofisticadas de imobilizacdo (BARBOSA et al., 2011;
FERNANDEZ-LORENTE et al., 2008; GUISAN, 1988; KIM; GRATE;
WANG, 2006). No caso especifico das lipases, a adsor¢do em suportes
hidrofébicos é um método muito utilizado, devido a facilidade destas
enzimas em se adsorver por interacao reversivel do suporte com as areas
hidrofobicas das lipases (BASSI et al., 2006; FERNANDEZ-LORENTE
et al., 2008).

No entanto, este método tem uma limitacdo importante: as
moléculas de lipase podem ser libertadas do suporte ao longo de sua
incubacdo (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2016, HIRATA et al., 2016;
FERNADEZ-LORENTE et al., 2011). Os fatores que induzem esta
dessorcdo podem ser a alta temperatura e o tempo de incubacgéo, porém,
a principal causa sdo alguns componentes de meios de reacdo, como, por
exemplo, meios reacionais que contém elevadas concentracGes de co-
solventes (metanol e etanol), e outros intermediarios de reacdo como os
acidos graxos de cadeia longa e mono- e diacilglicerdis que apresentam
propriedades tensoativas (VIRGEN-ORTIZ et al., 2016; MURT; BHAT;
MUNISWARAN, 2002; MAAG, 1984).

O revestimento de enzimas imobilizadas com polimeros iénicos é
proposto como uma forma de ultrapassar essa barreira, sendo uma
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ferramenta que atua na melhora da estabilidade enzimatica, sem
influenciar na reversibilidade da imobilizacdo e dificultar o acesso dos
substratos as lipases imobilizadas (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2016;
PEIRCE et al., 2016). A polietilenoimina (PEI) e acido poliacrilico
(PAA) sdo polimeros ibnicos altamente hidrofilicos, que atuam a fim de
aprisionar fisicamente a enzima imobilizada ao suporte, minimizando,
assim, problemas como a dessorcdo da lipase, aumentando sua
estabilidade tanto térmica quanto no meio organico, sem que haja a
necessidade de modificacdo superficial do suporte (RICCARDI et al.,
2014; RICCARDI et al., 2016; MORENO-PEREZ et al., 2016).

Uma das solucdes para o elevado custo de lipases para a
producdo de biodiesel é aumentar seu tempo de vida na reacdo, o que
pode ser obtido por meio do reuso da enzima, o que se torna mais facil
guando se utiliza enzimas imobilizadas. No entanto, as lipases
imobilizadas ainda apresentam varias desvantagens para aplicaces
industriais, tais como a atividade das enzimas imobilizadas diminui no
reuso continuo devido a dessorcéo, inibicdo ao substrato e muitas vezes
ao produto (BAJAJ et al., 2010).

Existe ainda a possibilidade de perda de atividade enzimatica
durante a imobilizagéo, o elevado custo dos suportes comerciais, a baixa
estabilidade em sistemas 6leo-agua e a exigéncia de novos reatores que
possam melhorar a homogeneiza¢do do meio, maximizando a conversdo
de dleo em biodiesel, demonstrando que técnicas de imobilizacdo
comerciais ainda sdo consideradas muito caras para a aplicacdo na
producdo de biodiesel em larga escala (ZHAO et al., 2015). Porém,
muitos estudos atuais tém enfoque na busca pelo "suporte ideal”, que
permite a obtengdo de um biocatalizador eficiente, baixo custo, sintese
simples que conduza a maior producdo do composto de interesse em um
processo viavel economicamente (CIPOLATTI et al., 2016).

1.5 Consideragdes finais

A busca constante pelo aperfeicoamento das tecnologias
existentes se faz necessaria da mesma forma com que se buscam novas
tecnologias. O uso de recursos renovaveis surge como uma alternativa
verde aos combustiveis fosseis, porém o estudo da producdo destes a
partir de vias sustentaveis, que causem menos danos ao ambiente é uma
alternativa promissora e necessaria para a manutencdo dos recursos
naturais. O reaproveitamento de residuos, que, muitas vezes, acabam por
poluir nossos recursos hidricos, sé traz vantagens, pois além de seu
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baixo custo de mercado e da necessidade de encontrar o destino correto
para seu descarte, esses podem originar combustiveis de qualidade, que
causem menor impacto que os derivados de petr6leo, e que sejam
capazes de impulsionar a economia do pais.

A investigacdo de rotas enzimaticas vidveis para a aplicacdo em
larga escala por meio da producéo utilizando lipases em sua forma livre
com baixo custo de aquisicdo ou capazes de serem produzidas pela
prépria unidade de processamento de biodiesel, assim como a busca de
novos suportes e técnicas de imobilizacdo que consigam aliar alta
eficiéncia do biocatalisador no processo ao baixo custo final das lipase
imobilizadas, despontam como uma alternativa viavel para a
manutencdo da produgdo de biocombustiveis, que a cada ano necessita
de maior demanda para suprimir as necessidades de mercado, recebendo
assim cada vez mais destaque e ganhando cada vez mais espaco no setor
energético.



67

Capitulo 11

PRODUGCAO ENZIMATICA DE ESTERES METILICOS E
ETILICOS DE ACIDOS GRAXOS UTILIZANDO LIPASE LIVRE
EVERSA® TRANSFORM

Este capitulo aborda o desenvolvimento da primeira etapa deste
trabalho, referente ao estudo da produgdo enzimatica de ésteres,
primeiramente ésteres metilicos de &cido graxo utilizando como
catalisador a lipase soltvel Eversa® Transform (Eversa® Transform),
avaliando o seu comportamento frente a diferentes matérias-primas
graxas (6leo soja, 6leo de macaiba) e também as matérias-graxas de
reuso (6leo de fritura usado e 6leo &cido residual), buscando a definicdo
das melhores condicfes para a maxima producdo de ésteres metilicos de
acido graxo, com menores custos de producdo e melhor aproveitamento
dos substratos e do biocatalisador envolvidos no processo. Com essas
condicdes pré-estabelecidas, aprofundar a investigacdo da producéo de
ésteres com diferentes alcoois, etilico e metilico, e avaliar o estudo de
reuso da lipase Novozymes Eversa® Transform (Eversa® Transform) em
reacbes de esterificagdo utilizando O6leo 4&cido residual, com

possibilidade de polimento da reacdo final.
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2.1 Introducéo

Ha alguns anos, o biodiesel ganhou destaque como uma
alternativa vidvel aos combustiveis fosseis, porém, sua producdo sem
incentivos fiscais e governamentais enfrenta grandes dificuldades.
Fatores, como o alto custo da matéria-prima envolvida no processo,
podem ocasionar sua inviabilidade, ja que o alto custo final desse pode
proporcionar um valor ndo competitivo no mercado de combustiveis.
Com isso, fica evidente a necessidade de adocdo de novas estratégias de
producdo de biodiesel, e se torna relevante o estudo e pesquisa na area
de biocombustiveis, assim como a busca de novas fontes alternativas e
economicamente Vvidveis para a sua producéo.

Tanto em nivel nacional como em nivel mundial, somos grandes
geradores de matéria graxa residual. Esses residuos sdo resultado de
uma somatdria que tém origem por meio do descarte gerado pelo
consumo em domicilios e em pequenos estabelecimentos comerciais, até
grandes volumes produzidos pelas industrias quimicas e de alimentos.
Essa grande quantidade de material acaba tornando-se um grande
problema ambiental, caso descartado incorretamente. Assim, seu
aproveitamento como matéria de baixo custo para producdo de biodiesel
€ uma opcdo com mdaltiplos beneficios, tanto no setor de economia
guanto no de preservacdo ambiental.

Como visto neste trabalho, a via mais comum para producdo de
biodiesel (ésteres alquilicos de acidos graxos de cadeia longa) na
indlstria é a transesterificacdo via catélise quimica alcalina dos
triacilglicerdis (TAGs) com um alcool de cadeia curta. Embora esse
processo tenha uma elevada produtividade, apresenta algumas
desvantagens, como a necessidade de excesso de alcool para o
deslocamento de equilibrio da reacdo, alto consumo de energia e
principalmente a necessidade de minimizar o nivel de acidos graxos
livres no oOleo (<1%) para evitar a formacdo de sabdes, o0 que tem
consequéncias com uso de grandes volumes de agua para sua remogao
no produto final (MADALOZZO et al., 2014). O alcool a ser utilizado
no processo é de cadeia curta, comumente metanol ou etanol. O metanol
é o0 alcool mais empregado na producdo de biodiesel mundialmente,
devido ao seu baixo custo, e por possuir a cadeia mais curta em
comparagdo com outros alcoois (ANDRADE et al., 2012). No entanto,
no contexto brasileiro, o etanol também se torna uma opcao viavel,
devido sua predominancia em territério nacional, o que o torna mais
acessivel e diminui seu custo (BENETI et al., 2014).
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A escolha do catalisador é fundamental para um processo
eficiente: ele deve ser capaz de maximizar a obtencdo de produtos,
minimizando a geracdo de residuos (GONG e LUQUE, 2014). Neste
contexto, o uso de lipases em reacOes para producdo de biodiesel vem
ganhando cada vez mais espaco, principalmente as lipases livres, que
sd0 uma alternativa as lipases imobilizadas de alto custo, ja que estas
podem ser produzidas e comercializadas a um valor bem inferior, até 30
a 50 vezes menor. Também podem ser reutilizadas no processo quando
recuperadas a partir da fase de glicerina formada, o que pode tornar o
processo enzimatico viavel comercialmente (CESARINE; DIAZ;
NIELSEN, 2013). As lipases sdo amplamente encontradas na natureza,
podendo ser obtidas de fontes animais, vegetais e microbianas, onde as
lipases microbianas sdo as que possuem maior estabilidade térmica (DE
CASTRO et al., 2004; CIPOLATTI et al., 2016).

O objetivo deste capitulo é o estudo da produgdo enzimatica de
ésteres metilicos e etilicos de acidos graxos, utilizando como
biocatalisador a lipase livre Eversa® Transform em sua forma livre a
partir de diferentes matérias-primas. Avaliou-se a lipase Eversa®
Transform quanto a sintese de ésteres metilicos a partir 6leo de soja em
diferentes sistemas reacionais e quanto a hidrdlise do 6leo de soja e
cinética reacional da producdo enzimatica de ésteres metilicos utilizando
oleo de soja e 6leo de soja com alto teor de acido oleico. Também para:
selecionar um substrato graxo de baixo valor agregado (6leo de
macauba, 6leo de fritura usado e 6leo acido residual) para a sintese
enzimatica de ésteres metilicos; investigar o escalonamento em
laboratério das reacdes de sintese enzimatica de ésteres metilicos com
0s substratos graxos estudado; estudar a cinética reacional com
diferentes concentracdes de lipase sobre a conversdo de ésteres metilicos
utilizando 6leo &cido residual; avaliar os ciclos de uso da lipase na
producdo de ésteres etilicos e metilicos utilizando 6leo acido residual e
avaliar o uso da etapa de polimento dos ésteres etilico e metilico
produzidos.
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2.2 Material e Métodos

Neste item serdo descritos os materiais e métodos utilizados,
bem como os procedimentos laboratoriais adotados durante a primeira
etapa deste trabalho, relacionados a caracterizacdo das matérias-primas e
a producdo de ésteres etilicos e metilicos utilizando agitacdo mecanica e
agitacdo orbital com distintas matérias graxas e reuso enzimatico e
polimento da reacdo utilizando o substrato 6leo acido residual.

2.2.1 Material

Enzima
Eversa® Transform - Lipase soldvel produzida e gentilmente
cedida pela Novozymes® (Dinamarca).

Reagentes
Heptano (Vetec, 99,5%);
Derivatizante MSTFA (N-methy-N-trimethysiltrifluoroacetamida).

Substratos
Oleo de soja refinado (Soya);
Oleo de polpa de Macauba (COCAL Oleos Especiais Ltda-
Abaeté/MG);
Acido oleico (Synth, 99,9%);
Oleo &cido residual (cedido pela Olfar Alimentos, Erechim/RS):
Oleo de fritura usado (cedido pelos restaurantes locais,
Floriandpolis/SC);
Alcool etilico (93,57%, adiquirido na rede de postos Ipiranga);
Alcool etilico (Vetec, 99,9%);
Alcool metilico (Vetec, 99,9%);
Agua destilada.

Padr&es quimicos
Os padrdes quimicos utilizados para as analises em cromatégrafo de
gases:
e  Esteres metilicos, heptadecanoato de metila (Sigma-Aldrich, 95%);
e Monoacilgliceréis, monoleina, adquirido da Sigma-Aldrich
(Supelco, 99% pureza);
e Diacilgliceréis, dioleina, adquirido da Sigma-Aldrich (Supelco,
99% pureza);
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e Triacilglicerdis, trioleina, adquirido da Sigma-Aldrich (Supelco,
99% pureza).

2.2.2 Procedimento Experimental
2.2.2.1 Pré-tratamento do 6leo de fritura usado

Antes da utilizacdo do substrato 6leo de fritura usado, foi
necessario fazer um pré-tratamento com acido fosforico a fim de reduzir
o0 teor de gomas e possiveis residuos de alimentos de seu contetdo.
Adicionou-se 50 ppm de acido fosférico 85% ao 6leo, este foi agitado,
apos filtrado com papel filtro para retirar a goma.

2.2.2.2 Producdo de ésteres metilicos de acido graxo em modo
batelada com agitacdo mecanica

A primeira unidade experimental montada para o
desenvolvimento do trabalho consistiu na utilizagdo de um baldo de
vidro com fundo redondo de 250 mL imerso em banho termostatico. A
agitacdo foi controlada por meio de agitador mecanico (IKA, modelo
RW 20), com controlador digital, utilizando diferentes velocidades de
agitacdo mecanica. Na Figura 2.1 é apresentada a primeira unidade
experimental montada, com agitacdo mecénica.

Figura 2.1- Unidade experimental montada para a producéo de ésteres
metilicos com a lipase Eversa® Transform, utilizando agitacdo mecanica.
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Para as reagOes, foram pesados e adicionados a um baldo de
vidro os substratos 6leo de soja e alcool metilico na razdo molar
metanol/6leo de 4,5:1, 1% (m/m, em relacdo ao substrato) de
biocatalisador (lipase Eversa® Transform), onde o metanol foi
alimentado em 6 fragdes iguais de hora em hora durante as primeiras 6
horas de reacdo e agua destilada 2,5% (m/m, em relacdo ao substrato)
(CESARINI; DIAZ; NIELSEN, 2013). Em seguida, a temperatura foi
ajustada a 35°C iniciando a reagéo, utilizaram-se distintas velocidades
de agitacdo mecanica de 250, 360 e 700 rpm. Ao final do tempo da
reacdo, retirou-se o baldo do sistema para que todo o contetdo reacional
fosse recolhido e centrifugado (3500 rpm/10 min), apds a fase topo, fase
de interesse, foi encaminhada para as andlises. A massa molar adotada
para os calculos das razGes molares entre os substratos foi de 870 g/mol
para o 6leo de soja (REMONATTO et al., 2015). O acompanhamento da
reacdo por meio da andlise do meio reacional foi feito por cromatografo
de gases (GC).

2.2.2.3 Produgdo de ésteres metilicos de &cido graxo em modo
batelada utilizando agitagéo orbital

A producédo por meio de agitagdo orbital consistiu na utilizagdo
de erlemeyer de 250 ml, contendo aletas incubados em shaker (New
Brunswick, Incubated Excella E24 & E24R) com controle de
temperatura e agitacdo. Na Figura 2.2 é apresentada a segunda unidade
experimental adotada, com agitacdo orbital.

Figura 2.2- Unidade experimental utilizada na producao de ésteres metilicos
utilizando a lipase Eversa® Transform por meio de erlemeyer aletado de
250 ml e agitagéo orbital.
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Foram pesados e adicionados ao erlemeyer os substratos: 6leo
de soja e alcool metilico na razdo molar metanol/dleo de 4,5:1, o
metanol foi alimentado em 6 fragdes iguais de hora em hora durante as
primeiras 6 horas de reacdo; 2,5% de agua destilada (m/m, em relacdo
ao substrato) e por fim 1% (m/m, em relagdo ao substrato) da enzima
Eversa® Transform (CESARINI; DIAZ; NIELSEN, 2013). Em seguida,
os reatores foram fechados hermeticamente com tampas de silicone e a
temperatura ajustada a 35 °C com agitagdo de 250 rpm e a reagdo
iniciou-se. Ao final do tempo da reacdo, o erlemeyer foi retirado do
sistema para que todo o conteGdo reacional fosse recolhido e
centrifugado (3500 rpm/10 min), a fase topo, fase de interesse,
encaminhada para as analises em GC. Na Figura 2.3 podemos observar
um esquema com as etapas descritas neste item para a producdo de
ésteres utilizando agitacdo orbital. A massa molar adotada para os
calculos das razdes molares entre os substratos foi de 870 g/mol para o
6leo de soja (REMONATTO et al., 2015). E possivel visualizar as fases
apos a separacdo por centrifugacdo na Figura 2.4, onde nesta a fase topo
ou fase apolar constituida pelos ésteres de interesse, a interface que
contém a enzima Eversa® Transform e a fase de fundo ou fase polar,
gue contempla, majoritariamente, uma mistura de agua, glicerol e alcool
gue ndo reagiu.

Figura 2.3- Esquema da reacéo de producao ésteres metilicos utilizando a
lipase Eversa® Transform por meio de agitagdo orbital.
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Figura 2.4- Visualizac8o do sistema trifasico apos a centrifugacdo do volume
reacional.

2.2.2.4 Verificacdo da capacidade hidrolitica da enzima Eversa®
Transform com e sem NaOH

Realizaram-se testes preliminares para a verificacdo da
capacidade de hidrélise da enzima Eversa® Transform, utilizando 6leo
de soja com e sem adi¢do de NaOH. Os ensaios continham 100 g de
matéria graxa, 6% de agua (m/m, em relacdo ao substrato), 1% (m/m,
em relacdo ao substrato) de enzima Eversa® Transform e concentracéo
de zero a 10 ppm de NaOH, incubados em shaker (35°C/250 rpm) nos
tempos de 8 e 16 h. Ap0s, as reacdes foram centrifugadas e seu teor de
AGL analisado.

2.2.2.5 Avaliacdo da cinética reacional na producao de ésteres
metilicos de acido graxo com agitacdo orbital utilizando diferentes
substratos

Realizaram-se estudos cinéticos (destrutivos), para verificar o
comportamento e determinar o tempo adequado de reagdo. Foram
estudadas as matérias graxas: 0leo de soja, 6leos de soja com 25, 50 e
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75% de acido oleico (6leos com alta concentracdo de AGL), 6leo de
macalba e Oleo &cido residual. Utilizaram-se as condigBes: matéria
graxa e alcool metilico na razdo molar metanol/matéria graxa de 4,5:1,
onde o metanol foi alimentado em 6 fragdes iguais de hora em hora
durante as primeiras 6 horas de reacdo; 0 a 2,5% (m/m, em relacdo ao
substrato) de agua destilada, e por fim foi adicionada de 0,5 a 1% (m/m,
em relacdo ao substrato) de enzima Eversa® Transform. Incubado em
shaker (35°C/250 rpm). Experimentos destrutivos foram realizados,
sendo as reag¢bes conduzidas nos tempos de 0, 1, 2, 4, 8, 12, 16, 24, 28,
32, 40 e 48 h de reagdo. O acompanhamento das reacOes ocorreu por
meio de GC. Para os célculos da razdo molar dos substratos, como
foram alvo desta fase do estudo distintas matérias graxas, muitas delas
de reuso onde o perfil de acidos graxos poderia variar muito, optamos
por, quando trabalhou-se com 0leos (constituidos majoritariamente por
TAGS), considerar a massa molar 870 g/mol, e quando a matéria-prima
era rica em AGL, levou-se em conta a massa molar do &cido oléico 282
g/mol, também utilizaram-se a massa molar do alcool metilico e do
alcool etilico, 32,04 g/mol e 46,06 g/mol, respectivamente
(REMONATTO et al., 2015)..
Como esclarecimento:
*Os substratos 6leos com diferentes concentracdes de AGL
foram preparados ao adicionarem-se ao 6leo de soja refinado
comercial diferentes concentraces de acido oleico, sendo de
25% de acido oleico (m/m em relacdo ao 6leo de soja) a
primeira mistura, 50% &cido oleico (m/m em relagdo ao 6leo
de soja) a segunda e 75% éacido oleico (m/m em relagdo ao
6leo de soja) a Gltima mistura estudada.
*O intitulado “6leo 4cido residual” ¢ constituido por uma
mescla de residuos advindos da industria de dleo, com alto
contetido de AGL.

2.2.2.6 Escalonamento em laboratério com agitacéo orbital
utilizando diferentes substratos

Apo6s a avaliacdo da producdo de ésteres metilicos com as
diferentes matérias graxas, definiu-se a melhor condicdo para a
producdo de biodiesel e estudou-se uma alternativa de escalonamento do
processo de 100g para 600g de matéria graxa na reacdo, utilizando
erlenmeyers de 1000 mL. Utilizaram-se as condi¢cdes: matéria graxa e
alcool metilico na razdo molar metanol/matéria graxa de 4,5:1, onde o
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metanol foi alimentado em 6 fragdes iguais de hora em hora durante as
primeiras 6 horas de reacdo; 2,5% (m/m, em relacdo ao substrato) de
agua destilada, 1% (m/m, em relacdo ao substrato) de enzima Eversa®
Transform e incubagdo em shaker (35 °C/250 rpm).

2.2.2.7 Avaliacao da cinética reacional da producéo de ésteres
metilicos com 6leo &cido residual e distintas concentragdes de
Eversa® Transform

Realizaram-se estudos cinéticos (destrutivos), para verificar o
comportamento da reacdo de producdo de ésteres metilicos, com éleo
acido residual (100 g) e com diferentes concentracGes de lipase Eversa®
Transform. Utilizaram-se as condic¢des: 6leo acido residual e alcool
metilico na razdo molar metanol/6leo de 3,5:1, onde o metanol foi
alimentado em 6 fracfes iguais de hora em hora durante as primeiras 6
horas de reacdo; 2% (m/m, em relacdo ao substrato) de dgua destilada, e
por fim era adicionada 0,25 a 1% (m/m, em relagdo ao substrato) de
enzima Eversa® Transform 0,25-1% (m/m, em relacdo ao substrato).
Incubado em shaker (35 °C/250 rpm). Experimentos destrutivos foram
realizados, sendo as rea¢fes conduzidas nos tempos de 0, 1, 2, 4, 8, 12,
16, 24 e 28 h de reagdo.

2.2.2.8 Reuso da enzima livre e adi¢do da etapa de polimento do
biodiesel utilizando 6leo &cido residual e diferentes alcodis

O reuso e o0 polimento do biodiesel foram realizados
primeiramente com o alcool metilico, apds com alcool etilico (98%) e,
por fim com &lcool etilico comercial (93,57%). A primeira reacéo (ciclo
da enzima l/reagdo 1) do processo foi conduzido por 8 horas nas
condicdes: Oleo acido residual e alcool (alcool metilico ou etilico
(99,5%) e alcool etilico comercial (93,57%)) na razdo molar alcool/éleo
de 3,5:1, onde o alcool foi alimentado em 6 fracdes iguais de hora em
hora durante as primeiras 6 horas de reacdo; 0 a 2% (m/m, em relacdo ao
substrato) de &gua destilada, 0,5% (m/m, em relagdo ao substrato) de
enzima Eversa® Transform e incubado em shaker (35 °C/250 rpm).
Apo6s as 8 h de reacdo o volume reacional, ciclo 1/reacdo 1, foi
submetido a separacao topo (sobrenadante: fase rica em ésteres) e fundo
(sedimentado: fase contendo a lipase) por meio de centrifugagdo (3500
rpm/10 min) ou de decantacdo em provetas (12h). A decantagdo foi
estudada como uma alternativa mais barata e pratica a centrifugacdo
utilizada até 0 momento.
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O topo da reacéo foi recuperado e encaminhado para a etapa de
polimento, com nova carga dos reagentes: alcool na razdo molar 3,5:1
(em relagdo ao dleo ndo convertido), dgua destilada 0-2% (m/m, em
relacdo ao 6leo ndo convertido), e a enzima Eversa® Transform 0,5 %
(m/m, em relacdo ao 6leo ndo convertido), e incubado em shaker por
mais 8 h (35°C/250rpm). Para os calculos da quantidade de substrato
necessaria para o polimento da reagdo, assumiu-se com base em estudos
realizados no laboratdrio ndo apresentandos aqui, que a fase topo (rica
em ésteres) continha 20% de matéria graxa a ser convertida em ésteres.
Por sua vez, o fundo (fase que contém a lipase) obtido por separacéo,
foi recolhido e encaminhado para o reuso (ciclo de uso da enzima 2)
com nova carga dos reagentes iniciando uma nova reagdo. O esquema
exemplificando a metodologia descrita neste item encontra-se na Figura
2.5.

Figura 2.5- Esquema exemplificando o reuso e a etapa de polimento das
reacdes a partir 6leo &cido residual e diferentes alcodis utilizando a lipase
Eversa® Transform.
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2.2.3.9 Reuso da enzima Eversa® Transform utilizando 6leo acido
residual e alcool etilico comercial (93,57%)

Foi realizado o reuso utilizando 1% de enzima Eversa®
Transform, 6leo acido residual (100 g) e alcool etilico comercial
(93,57%) na razdo molar alcool/dleo de 3,5:1, onde o alcool etilico
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comercial foi alimentado em 6 fragdes iguais de hora em hora durante as
primeiras 6 horas de reacdo, em shaker por 8 h (35 °C/250 rpm). A
separacao de fases ésteres/lipase foi realizada por meio de decantacdo de
12 horas, onde topo da reacdo (ésteres) foi analisado quanto ao teor de
ésteres de acidos graxos e teor de AGL. Ja o fundo (fase contendo a
lipase) foi recolhido e 20 ml deste encaminhado para um novo reator
com nova carga dos reagentes nas quantidades e com a mesma
metodogia descrita anteriormente neste item, assim sucessivamente até o
maximo de reusos possiveis. O esquema exemplificando a metodologia
descrita neste item encontra-se na Figura 2.6.

Figura 2.6- Esquema exemplificando a metodologia descrita para o reuso da

enzima Eversa® Transform utilizando como substratos 6leo acido residual e
alcool etilico comercial (93,57%).
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2.2.3 Métodos Analiticos

k

Antes da utilizacdo dos substratos nas rea¢es de producdo de
ésteres e ao longo do processo de transformacdo das matérias-primas,
foram necessarias algumas analises, descritas ao longo deste item, para
determinacdo do teor de acidos graxos livres e ésteres metilicos/etilicos
e, em alguns casos, a verificagdo da presenca de mono-, di- e
triacilglicerdis e do teor de glicerol livre.

2.2.3.1 Teor de &cidos graxos livres

A determinacdo do teor de AGL das matérias graxas foi
realizada segundo metodologia AOCS Cd 3d — 63. Primeiramente,
pesou-se de 4 a 15 g de amostra, em um béquer se 250 ml. A seguir, 0
oleo foi dissolvido em uma solucdo neutralizada de 150 mL de
etanol/éter etilico (1:1 v/v). Adicionaram-se 2 mL do indicador (solucéo
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de fenolftaleina 1% em etanol 95%) e titulou-se com solugdo
padronizada de KOH 0,1 mol L™. As analises foram feitas em duplicata
e 0s resultados foram expressos como teor de acidos graxos livres
(AGL) em &cido oleico, calculado pela Equacéo (2.1):

(56,1 VM)
A m J

Teor de AGL (% acido oleico) = >

(Equacdo 2.1)

Onde:

V = volume de base gasto na titulacdo da amostra (mL);

M = molaridade da solugdo de KOH, padronizada (mol L™);
m = massa da amostra (g).

2.2.3.2 Teor de glicerol livre

O método de periodato para determinacdo da concentracdo de
glicerol foi descrito por Cocks e Van Rede (1966), o qual consiste na
reacdo do glicerol presente na amostra com periodato de sédio (NalO,)
em solucdo aquosa &cida para produzir formaldeido e acido foérmico,
este Ultimo utilizado como medida do glicerol. O procedimento consiste
na diluicdo da amostra previamente pesada em 50 mL de &gua
bidestilada. De 5 a 7 gotas de azul de bromotimol sdo adicionadas a
amostra e a mesma é acidificada com acido sulfdrico 0,2 mol L™ até pH
4. A solugéo é entio neutralizada com NaOH 0,05 mol L™ até coloracéo
azul.

Paralelamente, um branco reacional foi preparado contendo 50
mL de &gua destilada, sem a presenca de glicerol e 0o mesmo
procedimento adotado para a amostra a ser analisada foi aplicado ao
branco. Em seguida, 100 mL de solucéo de periodato de sédio (60 g L™)
sdo adicionados & amostra e ao branco e mantidas ao abrigo da luz por
30 min. Apos este periodo, 10 mL de solucdo de etileno glicolsdo
adicionadas a mistura que é deixada ao abrigo da luz por mais 20 min.
As amostras sdo, entdo, diluidas até completar o volume de 300 mL com
4gua bidestilada e tituladas com solugdo de NaOH 0,125 mol L™ usando
pH-metro para determinar pH 6,5 para o branco e pH 8,1 para a amostra.
O teor de glicerol livre contido na amostra é determinado pela seguinte
equacao (2.3):
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Glicerol livre (%) =

9,209 M(Vl - Vz)
m

(Equagéo 2.2)

Onde:
M = Molaridade da solucdo de NaOH (mol L™;
V, = volume da solu¢do de NaOH gasto na amostra (mL);
V, = volume da solu¢do de NaOH gasto no branco (mL);
m = massa de amostra utilizada (g).

2.2.3.4 Determinacéo do teor de ésteres

A determinacdo do teor de ésteres foi feita por meio de
cromatégrafo de fase gasosa (GC) (Shimadzu 2010), com injetor
automatico (Split) e detector de ionizacdo de chama (FID). Utilizou-se a
coluna capilar Rtx-WAX 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm (Restek, n° de
série: 1208976) nas condicfes cromatogréficas descritas pela norma EN
14103 (2003), do Comité Europeu para Padronizacfes. Sendo a
programacao de temperatura da coluna: 120 °C por 1 min, seguido pelo
aumento de 15 °C/min até 180 °C permanencendo por 2 min e 5 °C/min
até 250 °C permanecendo por 2 min. A temperatura do detector e injetor
foi de 250 °C, pressdo do gas de arraste (nitrogénio) de 80 kPa e o
volume injetado foi de 1 pL.

Preparacéo das amostras
As amostras foram preparadas, transferindo-se 250 mg das
mesmas para um baldo volumétrico de 10 mL completando o volume até
0 menisco do mesmo com heptano. Apds, transferia-se uma aliquota de
50 pL desta solugdo para um baldo volumétrico de 1 mL e adicionava-se
50 pL do padrio interno heptadecanoato de metila (C17:0) na
concentracdo de 5000 mg L™ e completava-se o volume com heptano.

Calculo do teor de ésteres
Ap6s a injecdo e andlises dos cromatogramas gerados foi
determinado a porcentagem de conversdo em ésteres pela Equacéo 2.3:

Teor de ésteres (%) = %M 100

pi m

(Equacdo 2.3)
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Onde:
YA = area total de picos entre os padrdes C14 e C24:1;
Api = area correspondente ao pico do padrdo interno,

heptadecanoato de metila;
Cpi = concentracdo da solucéo de padrdo interno heptadecanoato
de metila (mg/mL);
Vpi = volume da solugéo de padrdo interno adicionado a amostra;
m = massa, da amostra (mg).

2.2.3.5 Determinacéo do teor de mono-, di- e triacilglicerdis

A determinacdo do teor de MAG, DAG, TAG nas amostras
coletadas foi realizada a fim de conhecer o comportamento da reagéo ao
final do tempo (MAG e DAG). As analises das amostras foram
realizadas em cromatografo gasoso (GC), — Shimadzu 2010, com injetor
automatico on-column e detector de ionizacdo de chama (FID). Utilizou-
se a coluna capilar MTX®-5 (5% difenil, 95% dimetil polixiloxano) de
30m x 0,25mm x 0,1pum (RESTEK, n° de série: 1193990). As condi¢bes
de operacdo foram segundo a Norma n° 14105, do Comité Europeu para
Padronizacfes, sendo a programacdo de temperatura da coluna: 50°C
por 1min, seguido pelo aumento de 15°C/min até 180°C, 7°C/min até
230°C e 10°C/min até 380°C, permanecendo por 8min. A temperatura do
detector foi de 380°C, pressdo do gas de arraste (nitrogénio) de 80kPa e
0 volume injetado foi de 1pL.

Preparacdo das Amostras

Na preparacdo das amostras reacionais para a andlise
cromatografica foram pesadas 100 mg de cada amostra em baldo
volumétrico de 10 mL, apds foram adicionados 100 uL. do derivatizante
MSTFA, seguido por vigorosa agitagdo da solugdo preparada e esta foi
deixada em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o volume foi
aferido (10 mL) com heptano. As solucGes foram transferidas para vails
de 1,5 mL e levadas para analise em cromatdgrafo gasoso.

Determinacdo dos teores de mono-, di- e triacilglicerdis
Para a quantificacdo dos produtos MAG, DAG e TAG
utilizaram-se padrGes externos monooleina, dioleina e trioleina. Para a
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construcdo das curvas de calibracdo preparou-se uma solucdo mée de
cada padrdo externo, e a partir destas prepararam-se 8 solucGes de
calibracdo em diferentes concentragGes para os glicerideos, conforme a
Tabela 2.1. As condigdes de analise das solucdes de calibracdo e das
amostras foram realizadas segundo a Norma n°® 14.105 (2001) do
Comité Europeu para Padronizagdes, porém, sem a utilizacdo de padrdes
internos conforme metodologia adaptada por Kriiger (2010). Nas
solucdes de calibracdo foi adicionado derivatizante MSTFA, o qual
transforma os glicérides em seus respectivos derivados volateis, para
gue possam ser quantificados por cromatografia gasosa. Apoés, a solucéo
foi agitada e deixada em temperatura ambiente por 15 min para que 0
derivatizante agisse. Em seguida, aferiu-se o volume (10 mL) com
heptano. As solugdes foram transferidas para vails de 1,5 mL e oo
volume de 1pL injetado em cromatdgrafo gasoso.

Tabela 2.1- Preparacdo das soluc@es de calibracéo dos glicerideos.
Padréo externo Solugdes de calibragdo

1 2 3 4 5 6 7 8

Monooleina (mg/L) 1500 1000 500 300 100 50 40 20
Dioleina (mg/L) 1500 1000 700 400 150 100 80 50

Trioleina (mg/L) 2000 1500 1000 800 500 300 100 50

2.2.3.6 Avaliacéo das velocidades iniciais de reacéo de esterificacao

Em cada estudo cinético realizado com os diferentes substratos
avaliados, foi verificada velocidade inicial de reagdo. O célculo da
velocidade inicial de reacdo (r) foi realizado dividindo-se a variag¢do de
conversdo a ésteres metilicos e etilicos num determinado tempo pela
variacdo do tempo na faixa linear da curva cinética, conforme Equacéo
2.4,

dc
dti=o
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(Equagéo 2.4)

Onde:

r= velocidade inicial de reacdo (min™);

C= converséo de ésteres etilicos/metilicos no tempo t (%, m/m
teor de ésteres);

CO= conversdo de ésteres etilicos/metilicos no tempo 0 (%, m/m
teor de ésteres);

t=tempo (min);

t0=tempo do inicio da reacdo (min).

2.3 Resultados e Discussédo

Neste item serdo apresentados os resultados obtidos durante o
desenvolvimento da primeira etapa deste trabalho, relacionados a
definicdo do melhor sistema para a producdo dos ésteres de interesse,
estudos relativos a capacidade e aplicabilidade da enzima Eversa®
Transform, estudos cinéticos da producdo de ésteres metilicos e
desempenho da lipase frente ao estudo do escalonamento do processo
em laboratério, utilizando 6leo de soja refinado, 6leo de soja com
diferentes concentragdes de acido oleico (substrato de alto teor de
AGL), 6leo de macalba, e também as matérias-graxas de reuso, (6leo de
fritura e Oleo 4acido residual). Apds, o aprofundamento do estudo
utilizando o substrato 6leo cido residual, com distintas concentracfes
de lipase, possibilidade do reuso da enzima em reacGes de esterificacdo
utilizando alcool etilico e metilico, juntamente com a adicdo da etapa de
polimento da reacdo, visando & méaxima producdo de ésteres, com
menores custos de producdo e melhor aproveitamento dos substratos e
catalisadores envolvidos no processo.

2.3.1 Producéo enzimética de ésteres metilicos utilizando 6leo de
soja

Neste subitem, serdo apresentados o0s resultados dos estudos
realizados utilizando o 6leo de soja refinado comercial, e misturas deste
com fracdes de acido oléico, que representam substratos de alto teor de
AGL. O ¢leo de soja é uma matéria-prima muito utilizada na producéao
de ésteres, por ser um 6leo estavel e de grande disponibilidade, por isso
escolhido como matéria-prima base para os primeiros testes de producédo
de ésteres metilicos.
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2.3.1.1 Selecédo do sistema reacional para producao de ésteres
metilicos de acidos graxos

Primeiramente, foram analisados dois sistemas para producgdo
de ésteres metilicos via catalise enzimatica com a lipase Eversa®
Transform: o sistema de producdo por meio de agitacdo mecanica por
meio de pas (250, 360 e 700rpm) e o sistema utilizando agitacdo orbital
com erlemeyers aletados (incubacdo em shaker 250 rpm). Os resultados
dos rendimentos quanto ao teor de ésteres obtidos pelos diferentes
sistemas podem ser observados na Tabela 2.2.

Tabela 2.2- Resultados obtidos nos sistemas de reagdo com agitacdo mecanica e
agitacdo orbital para a producdo de ésteres metilicos, utilizando lipase Eversa
Transform (1%), razdo molar 6leo de soja/metanol de 1:4,5 e 2,5% de 4gua em
diferentes niveis de agitagdo.

Agitacdo Mecénica Agitacéo Orbital
250 rpm 360 rpm 700 rpm 250 rpm
Teor FAME (%) 15 214 25 95,3

O sistema utilizando agitacdo orbital, shaker, apresentou
maiores conversdes de ésteres metilicos utilizando o 6leo de soja como
substrato, como pode ser observado na Tabela 2.2. Nesse estudo, a
concentracdo enzimatica (1%), o tempo de reacédo (16 h), assim como os
demais substratos, 6leo, metanol e agua, foram mantidos iguais para
diferentes reacGes nos dois sistemas, entretanto, a intensidade da
agitacdo teve diferentes niveis, com o intuito de melhorar a mistura
reacional nos reatores. Os melhores resultados atribuidos a utilizagdo do
sistema em shaker, tem relagdo com a melhor vedagdo do meio
reacional e a maior eficiéncia de mistura, propiciados pelos erlemyers
aletados.

Os erlemeyers tém melhor vedagdo do sistema reacional, pois
levam tampas de silicone, diferente do sistema com agitacdo mecanica,
gue necessita de uma abertura para entrada da pa agitadora. A vedagdo
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pode ser um fator crucial no rendimento da reacdo, pois a agitacdo
aliada com a elevacdo da temperatura pode contribuir para a evaporacao
do alcool metilico, substrato essencial para a producdo dos ésteres.
Entretanto, a maior eficiéncia de mistura pode ser atribuida as aletas
feitas nos erlenmyers, que promovem o movimento oscilatorio dos
fluidos da reacdo, assim melhorando performance reacional. Com isso, a
producdo por meio de agitacdo orbital e erlenmyers aletados foi
selecionado como o sistema padrdo para as demais reacdes de producéao
de ésteres em modo batelada alimentada utilizando a lipase Eversa
Transform e os distintos substratos.

2.3.1.2 Lipase Eversa Transform na hidrdlise de 6leo de soja com e
sem NaOH

Buscando a melhor compreensdo da reagdo para a producdo de
biodiesel, da verificacdo da capacidade hidrolitica da enzima e do
comportamento da enzima em meio reacional basico, foram realizados
testes preliminares utilizando os substratos 6leo de soja com adigdo de
NaOH (10 ppm) e 6leo de soja sem adicdo de NaOH (0 ppm) e avaliado
o0 teor de AGL ao final dos tempos 8 e 16 h, como pode ser observado
na Figura 2.7. Os ensaios continham matéria graxa (100 g), agua
destilada (6% m/m, em relacdo ao substrato), enzima Eversa®
Transform (1% m/m, em relagdo ao substrato) e concentra¢do de NaOH
(0-10 ppm), incubados em shaker (35 °C/250 rpm).
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Figura 2.7- Resultados quanto a verificagdo da capacidade de hidroélise da
lipase Eversa® Transform utilizando 6leo de soja com 1% de lipase, 6% de
4gua com e sem NaOH, em shaker (35 °C/250 rpm).
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Como pode ser observado na Figura 2.7, ndo houve diferencga
guanto ao teor de AGL entre 0 meio reacional com ou sem adigdo de
NaOH. Assim a adicdo de NaOH, néo se mostrou favoravel ao aumento
da velocidade de hidrdlise da reacdo. Também, a enzima demonstrou
tolerdncia a meios com a presenca de NaOH, demonstrando a
flexibilidade desta a diferentes substratos. Também é possivel concluir
gue a enzima Eversa® Transform possui uma boa capacidade de
hidrélise, ampliando assim sua gama de aplicaces em catalise
enzimatica e compreendendo melhor sua atuacdo em reagdes de
producdo de biodiesel.

2.3.1.3 Avaliacao da cinética reacional para a producéo de ésteres
metilicos utilizando 6leo de soja

Foram realizados diferentes estudos cinéticos para verificar o
comportamento da reacdo utilizando O6leo de soja como substrato,
mediante diferentes concentracdes de Eversa ® Transform e a presenca
e auséncia de agua no meio reacional, com objetivo de determinar as
melhores condicBes reacionais, a necessidade da adicdo de agua no
sistema e 0 tempo necessario para a reagao de transesterificagdo. Foram
utilizadas as condigdes: 6leo de soja e alcool metilico na razdo molar
metanol/dleo de 4,5:1, onde o metanol foi alimentado em fragdes iguais
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durante as primeiras 6 horas de reacdo, 0 a 2,5% (m/m, em relagdo ao
substrato) de agua destilada e 0,5 a 1% (m/m, em relacdo ao substrato)
de enzima Eversa® Transform, incubado em shaker (35°C/250rpm). Os
experimentos foram destrutivos, sendo as reagGes conduzidas nos
tempos de 0, 4, 8, 12, 16, 24, 28,32, 40 e 48 horas de reacao.

Na Figura 2.8 estdo expostos os resultados quanto aos teores de:
FAME, MAG, DAG, TAG e AGL, nos diferentes tempos reacionais
utilizando 2,5% agua na reacdo e 0,5 % de Eversa® Transform.

Figura 2.8- Estudo cinético da produgdo de ésteres metilicos utilizando
razdo molar metanol/éleo de soja 4,5:1, 0,5% Eversa Transform e 2,5% de
agua, em shaker (35 °C/250 rpm).
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Juntamente com o0s estudos cinéticos da reagdo foram realizados
brancos reacionais, para cada caso, onde foram adicionados todos os
reagentes utilizados na cinética, exceto a enzima e incubado em shaker
(35 °C/250 rpm/16 h). Os resultados da produgdo de ésteres sem o
biocatalizador foi zero, assim como o teor de AGL, comprovando que a
producdo de ésteres metilixos apenas ocorre na presenca do catalisador
enzimatico Eversa® Transform. Também foi calculada a velocidade
inicial de reacdo, para cada curva cinética da formacao de ésteres.

Através da andlise da Figura 2.8, observamos que a reacédo
apresentou grande formacdo de ésteres (95,1%), porém, no tempo
reacional de 40 h, o que representa um tempo relativamente longo de
reacdo. Também observamos os valores de AGL (2,1%) no mesmo
tempo (40 h), seguidos por DAG (1,4%), TAG (1,3%) e MAG (0,2%).
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A velocidade inicial referente a formacdo de esteres metilicos foi de
0,196 min™.Os resultados quanto aos teores de ésteres metilicos, MAG,
DAG, TAG e AGL nos diferentes tempos reacionais, utilizando 2,5%
agua e 1 % de Eversa® Transform podem ser observados na Figura 2.9.

Figura 2.9- Estudo cinético da producgdo de ésteres metilicos utilizando a
razdo molar metanol/6leo de soja 4,5:1, 1% de Eversa® Transform e 2,5%
de 4gua, em shaker (35 °C/250 rpm).
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Nessa condicdo (Figura 2.9) houve alta formagdo de ésteres
metilicos (95,5%), no tempo de reacdo de 16 h, um tempo reacional
mais curto se comparada a cinética anterior (Figura 2.8) e também se
notou 0 aumento da velocidade inicial de reacdo que neste caso foi de
0,22 min, evidenciando a melhora na producéo por meio do aumento
da concentracdo de Eversa® Transform de 0,5% para 1%. Em relacdo a
quanto a formacéao de outros produtos de reacdo no mesmo tempo (16h),
os valores encontrados foram de DAG (1,9%), AGL (1,4%), MAG
(0,4%) e TAG (0,6%).

Os resultados quanto aos teores de ésteres metilicos, MAG, DAG,
TAG e AGL, nos diferentes tempos reacionais utilizando 0% &gua
destilada e 1 % de Eversa® Transform podem ser observados na Figura
2.10.
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Figura 2.10- Estudo cinético da producéo de ésteres metilicos utilizando a
razdo molar metanol/6leo de soja 4,5:1, 1% Eversa® Transform e 09 de
4gua destilada, em shaker (35 °C/250 rpm).
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Na Figura 2.10 observamos que os valores maximos de ésteres
metilicos (22%) foram obtidos em 8 h, e se mantiveram uniformes nas
demais 40 h de reacdo. Esse valor de ésteres é considerado baixo se
comparado as cinéticas anteriores com 2,5% de agua (Figuras 2.8 e 2.9).
Consequentemente, a velocidade inicial de reacdo, assim como a
producdo de ésteres, também foi menor em comparagdo as cinéticas
anteriores com 2,5% de 4gua (Figuras 2.8 e 2.9), sendo esta 0,089 min™.

As lipases, em sua forma livre principalmente, sdo muito
sensiveis a altas concentragdes de metanol. Segundo Pessoa e Kilikian
(2014), a alta concentracdo de solventes organicos combinado a altas
temperaturas (maior que 10 °C) pode acabar por desnaturar algumas
proteinas. Com isso, a adi¢do de 4gua ao meio reacional atuaria diluindo
a concentracdo do metanol no meio, e ele se torna menos agressivo a
lipase. Segundo Nielsen et al. (2008), a agua é um componente essencial
para manter a estrutura tridimensional especifica de algumas lipases,
especialmente se forem utilizadas na forma sollvel. Assim, a agua
proporciona maior protecdo para a lipase em racles de
transesterificacdo, evitando assim a inibicdo por substratos e produtos
durante a reacdo (REMONATTO et al., 2016).

A partir dos resultados apresentados nas reacGes com as
concentracbes de 0,5 e 1% de Eversa® Transform e de 0 e 2,5% de
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agua, em distintos tempos reacionais, os melhores resultados
encontrados para a producdo de biodiesel utilizando éleo de soja com o
catalisador enzimatico livre Eversa® Transform, foram na condicéo: 1%
de enzima, 2,5% de agua, razdo molar metanol/6leo de 4,5:1 em 16 h de
incubacdo (35 ‘C/250 rpm), com producéo de 95% em ésteres metilicos.

2.3.1.4 Avaliacéo cinética da reacao utilizando Eversa Transform e
0leo de soja com alto teor de &cido oleico

Foram realizados estudos cinéticos para verificar o
comportamento da reagdo, bem como o comportamento da enzima com
matérias graxas parcialmente hidrolisadas, com alto teor de AGL.
Utilizou-se o 6leo de soja refinado com acréscimo de 25%, 50% e 75%
de &cido oleico; razdo molar metanol/6leo de 4,5:1, onde o metanol foi
alimentado em fragGes iguais durante as primeiras 6 horas de reacéo;
2,5% (m/m, em relacdo ao substrato) de agua destilada e 1% (m/m, em
relacdo ao substrato) de enzima Eversa® Transform, incubado em
shaker (35 °C/250 rpm). Os tempos reacionais avaliados foram de 0, 2,
4, 8, 12 e 16 horas. Os resultados quanto ao teor de FAME com 0s
diferentes substratos, 6leo de soja com 25%, 50% e 75% de é&cido
oléico, pode ser observado na Figura 2.11, e o resultado quanto ao teor
de AGL final dos melhores resultados serdo informados ao longo da
discusséo.
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Figura 2.11 - Estudo cinético da producdo de ésteres metilicos utilizando
6leo de soja com 25%, 50% e 75% de &cido oleico na razdo molar
metanol/6leo de 4,5:1, 1% Eversa® Transform e 2,5% de agua em shaker
(35 °C/250 rpm).
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Os melhores resultados com ambos os substratos foram obtidos
no tempo de reacdo 16 horas. Sendo o substrato com 25% de AGL com
valores de 95,1% de ésteres metilicos e 3,51% de AGL, o substrato com
50% AGL com 97,2% de ésteres e 3,50% de AGL, e 0 6leo com 75% de
AGL com a conversdo de ésteres metilicos de 85,9% e teor de AGL de
17,45%).

Quanto a velocidade inicial, os substratos apresentaram valores
distintos sendo de 0,281 min™ com o substrato de 25% de AGL, de
0,328 min™ com o de 50% de AGL e 0,28 min™ com o de 75% de AGL.
Essas velocidades iniciais refletem a atuacdo da lipase, diante aos
diferentes substratos. A maior velocidade de formacdo de ésteres,
referente ao substrato com 50% de AGL, demonstra que, em amostras
parcialmentes hidrolisadas, a formacao de ésteres € mais rapida.

Contudo, como pode ser visto o substrato com 75% de AGL,
teve 0 menor teor de ésteres (85,97% FAME) em 16 horas, apesar de
esse ser considerado um excelente resultado, levando em conta as
dificuldades reacionais impostas pela presenca de alto teor de AGL no
substrato. O alto teor de AGL pode acarretar maior formacdo de &gua
devido & esterificacdo desses, muitas vezes reagcbes com altos niveis de
AGL necessitam de maior tempo de reacdo, pois a presenca de agua
pode diluir o meio. Segundo Shibasaki-Kitakawa et al. (2015), em
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reacdes com altos teores de AGL, o ideal seria a remogdo de agua
durante a reacdo e a adicdo de excesso de alcool, necessarios para
deslocar o equilibrio da reacdo em direcdo a formagdo de produto,
devido a natureza reversivel do éster formado.

He et al., (2017) na avalicdo da producdo de monoacilglicerois
a partir de acidos graxos poli-insaturados utilizando a lipase Eversa
Transform, constataram que esta lipase € insensivel a variacdo do teor
de &gua, ou seja, 0 seu comportamento catalitico é semelhante em uma
ampla gama de contetdos de agua, porém, com um contetdo de agua
muito elevado, a hidrdlise comega a dominar a reacdo gerando mais
AGL.

Os valores de FAME dos substratos dleo de soja com 25 e 50%
de AGL foram semelhantes aos valores encontrados no estudo anterior
utilizando o ¢6leo de soja (com 2,5% de agua e 1% de Eversa®
Transform), ou seja, apresentaram altos teores de formacgéo de ésteres
etilicos. Porém, as velocidades iniciais de formacdo de ésteres foram
superiores & obtida no estudo anterior (0,22 min™), o que é justificavel
por serem amostras parcialmente hidrolisadas.

Por meio dos resultados obtidos com os substratos 6leo de soja
com diferentes concentracdes de &cido oleico, fica evidente o excelente
desempenho da enzima Eversa® Transform frente a matérias-primas de
alto teor de AGL. A utilizagdo de catalisadores enziméticos reduz os
requisitos com pré-tratamento da matéria prima, pela alta qualidade do
produto obtido, com isso reduzem-se os custos da planta. Além disso, a
glicerina produzida tem maior valor agregado em comparagdo com a
produzida em operacdes de biodiesel convencional (catalise alcalina). O
teor de sal na glicerina bruta obtida da producdo de biodiesel
convencional, utilizando catalisadores alcalinos, varia de 5% a 7%, o
gue torna a técnica convencional de purificacdo mais dispendiosa,
enquanto que num processo de transesterificacdo catalisada por lipase a
gualidade da glicerina bruta é melhor tornando esse processo muito mais
simples e econdmico (AARTHY et al., 2014; YANG et al., 2012).

Li et al. (2014) estudaram a producdo de ésteres utilizando 6leos
com diferentes teores de fosfolipidios, muito presente em 6leos vegetais
brutos e que tendem a afetar a estabilidade térmica das enzimas, com
adicdo de 50% e 80% de acido oleico, os resultados mostraram que a
presenca de 50% de AGL conduziu a uma gqueda de 6% em rendimento
ésteres metilicos em relagdo ao controle (sem fosfolipidios), ja com
80% de AGL uma melhoria de 4% em rendimento de ésteres, ou seja, a
presenca de AGL no sistema reacional pode contribuir para diminuir o
efeito inibidor causado pela coexisténcia de fosfolipidos e metanol.
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Cesarini et al. (2013) avaliaram a producdo de biodiesel com a
lipase soltvel Callera Trans L. e o 6leo de soja bruto com teor inicial de
AGL de 7,8%, onde alcancaram a producdo de 96% de ésteres metilicos
apos 24 h de reacdo a 35 °C em 200 rpm de agitacdo, na presenca de
agua. O bom desempenho da enzima Eversa® Transform frente a 6leos
com alto teor de AGL foi de grande valia, pois com a possibilidade de
producdo de biodiesel a partir de dleos com alto teor de AGL abre uma
nova perspectiva para a producdo de biodiesel, a partir de 6leos &cidos,
provenientes muitas vezes de reuso ou de matérias-primas ndo
comestiveis, que ndo tém destino nobre e correto.

2.3.2 Sintese enzimatica de ésteres metilicos utilizando 6leos de
baixo valor agregado

A possibilidade do uso de substratos como éleo de macadba, uma
matéria-prima com caracteristicas interessantes, com alto teor de acido
oleico e ampla disponibilidade; 6leo de fritura usado, que trata-se de um
6leo considerado um dos mais abundantes residuos, tanto doméstico
quanto industrial, juntamente com residuos advindos da inddstria de
Oleos, os quais geralmente sdo misturas heterogéneas de diferentes
correntes residuais, como substratos contemplam mudltiplos beneficios.
Visto que existem barreiras no aproveitamento destas matérias-primas,
para a producao de biodiesel utilizando as rotas convencionais (catalises
guimica), e considerando seus grandes potenciais como matérias-primas
de baixo custo, foram realizados estudos de producdo de ésteres
metilicos com os dleos: de macalba, de fritura usado e acido residual
(residuos industriais), utilizando como o catalisador a enzima Eversa®
Transform.

Assim como as demais matérias-primas estudadas, buscou-se
primeiramente avaliar o estudo cinético da reacdo, com as condigdes:
razdo molar metanol/matéria graxa de 4,5:1, onde o metanol foi
alimentado em fragfes iguais durante as primeiras 6 horas de reacdo,
2,5% (m/m, em relagdo ao substrato) de agua destilada e 1% (m/m, em
relacdo ao substrato) de enzima Eversa® Transform, incubado em
shaker (35 "C/250 rpm). Os tempos reacionais avaliados foram de 0, 2,
4, 8, 12 e 16 h. Foi realizado um branco reacional, sem a presenca da
enzima, e incubado em shaker (35 °C/250 rpm/16 h), para cada matéria
graxa estudada, comprovando que a producdo de ésteres metilicos
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apenas ocorre na presenca do catalisador enzimatico Eversa®
Transform.

O 6leo é&cido residual utilizado continha um teor de ésteres
inicial consideravel (33%) e teor elevado de AGL (42%). Esses valores
devem-se a natureza complexa do dleo, composto por correntes
residuais da producdo e refino de 6leo de soja e também de biodiesel
(via catalise quimica). Os 6leos de macatba e de fritura usado também
foram analisados, quando aos teores de ésteres e acidez, onde, quanto a
ésteres nenhuma das matérias-primas apresentou valores iniciais, €
guanto a acidez, o 6leo de macatba continha 60,5% e o de fritura usado
0,6%. A avaliacdo cinética da producdo de FAME com dleo de
macauba, 6leo de fritura usado e 6leo acido residual pode ser observado
na Figura 2.12, e o resultado quanto ao teor de AGL final dos melhores
resultados serdo informados ao longo da discussao.

Figura 2.12- Avaliacdo cinética da produgéo de ésteres metilicos com 6leo de
macauba, 6leo de fritura usado e 6leo acido residual, com 1% de Eversa®
Transform, 2,5% de agua e razdo molar metanol/6leo 4,5:1, em shaker (35
°C/250 rpm).
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Como podemos observar na Figura 2.12, com o 6leo de fritura
usado, os melhores resultados foram encontrados em 16 h, totalizando
94,99% de ésteres metilicos e 2,71% de AGL, e a velocidade inicial de
reacdo deste foi de 0,307 min™. Utilizando 6leo de macauba, que
continha teor de inicial de 60,5%, ou seja, um 0Oleo de alto teor de AGL,
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0s maiores valores de ésteres encontrados foram de 80,89%, em 16
horas, sendo velocidade inicial de reacdo do 6leo de macauba foi de
0,297 min™, muito préxima a do 6leo de fritura usado.

O menor conteldo de ésteres produzido pela reacdo utilizando
0leo de macaiba, em comparacdo aos demais Oleos de reuso, pode ter
sido ocasionado pela presenca de compostos ndo convertiveis a ésteres.
Segundo estudos realizados por Michelin et al. (2015) para produgéo de
biodiesel a partir dleo de macauba, utilizando a lipase Novozym 435 e
sob a influéncia de ultrassom, um novo parametro chamado
"convertibilidade" foi estabelecido, que representa a maxima conversdo
de ésteres que pode ser atingida a partir de uma matéria-prima graxa.
Ainda de acordo com Michelin et al. (2015), a partir da analise da
composicdo quimica dos principais acidos graxos presente no éleo de
macauba, concluiu-se que a convertibilidade maxima do 6leo é de
80,1%, implicando, portanto, que 19,9% de compostos ndo contribuem
para a formacdo de ésteres, independentemente da eficiéncia do
processo de conversdo utilizado. Deste ponto de vista, o valor maximo
de teor de ésteres metilicos haveria sido alcangado.

Lopes et al. (2013) estudaram a viabilidade econdmica da
producdo de biodiesel no Brasil, utilizando o 6leo de macaiba como
matéria-prima. Para isso utilizou o software SIMB-E, em que um
modelo de fluxo de caixa aplicado & producdo de biodiesel foi
implementado, indices econdmicos relacionados aos recursos de
producdo de biodiesel, competitividade entre os precos de venda de
biodiesel e do diesel do petréleo foram considerados. Verificou-se que
para o biodiesel ser competitivo é preciso fabricas de 6leo com
transesterificacdo alcalina, e o sucesso da produgdo de biodiesel ainda
requer as adaptacfes ao processo, e aproveitamento dos co-produtos de
matérias-primas e glicerol. A macalba teve excelentes resultados e
desponta como potencial de cultura a ser utilizado na producdo de
biodiesel. No entanto, hd muito a ser investigado para isso, como mais
estudos envolvendo a catalise enzimatica e a otimizacdo da producdo. A
domesticacdo da planta e melhoramento no processamento do 6leo
também sdo fatores indispensaveis para garantir a sua disponibilidade de
uso a longo prazo.

Os valores da sintese de ésteres metilicos utilizando dleo acido
residual apresentaram valores de 92% em 8 h de reacéo, alta converséo
com a metade do tempo necessaria para os demais substratos. Apesar do
alto contelido inicial de ésteres no substrato, estes valores sdo muito
altos para o curto tempo reacional. A velocidade inicial também foi
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elevada 0,409 min™, a maior encontrada levando-se em conta todos o0s
6leos até entdo estudados neste trabalho.

Carvalho et al. (2013) avaliaram o potencial de matérias-primas
nao-comestiveis para produzir biodiesel via enzimatica. Foram
utilizados na etandlise catalisada por lipase imobilizada produzida por
Burkholderia cepacia os 6leos de andiroba (Carapa guianensis), babacu
(Orbignya sp.), pinhdo-manso (Jatropha curcas), macatba (Acrocomia
aculeata), palmeira (Elaeis guineensis) e residuos industriais (sebo
bovino), onde os melhores resultados 92% foram obtidos em 24 h de
reacao.

2.3.3 Escalonamento das reac6es de producao de ésteres metilicos
com as matérias-primas estudadas

Baseado nos resultados obtidos nas cinéticas realizadas
anteriormente com cada uma das matérias-primas, (6leo de soja, 6leo de
soja com 25, 50 e 75% de AGL, 6leo de fritura usado, dleo de macalba
e Oleo acido residual), foi realizado um estudo de escalonamento
laboratorial do processo, com a melhor condicdo definida para a
producdo de ésteres. Utilizou-se erlenmeyers de 1000 mL com 600g de
matéria graxa, alcool metilico (razdo molar metanol/matéia graxa 4,5:1),
agua destilada 2,5% (m/m, em relacdo ao substrato), enzima Eversa®
Transform 1% (m/m, em relacdo ao substrato) e incubacdo em shaker
(35°C e 250rpm), no tempo de 8 h para o oleo acido residual e de 16 h
para as demais matérias-primas. Os resultados quanto ao teor de AGL
inicial, AGL final e teor final de ésteres metilicos, estdo descritos na
Tabela 2.3, lembrando que apenas o 6leo acido residual continha teor de
ésteres no inicio da reagéo (33%).

Analisando os dados da tabela 2.3, no qual foram feitas as
reproducdes das reacdes anteriores (100 g), porém em escala maior (600
0), os resultados foram similares aos encontrados nas cinéticas. Os 6leos
de soja com 25 e 75% de AGL, apresentaram o teor de ésteres um pouco
menor, provavelmente devido a algum ajuste de processo pelo aumento
de escala. No entanto, os demais Oleos mantiveram excelentes
resultados, com isso, é possivel observar que um provavel aumento de
escala ndo enfrentara grandes barreiras, visto que as reacOes sdo
relativamente simples e o aumento de 6 vezes da escala inicial néo
implicou em problemas e o processo ndo necessitou de adaptagdes.
Assim, os resultados demonstram que a enzima Eversa® Transform
pode ser aplicada em maior escala, sendo um catalisador com grande
versatilidade e que ndo exige um sistema complexo e oneroso de reacao.
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Tabela 2.3- Escalonamento da producdo de biodiesel por meio dos
substratos dleo de soja, dleo de soja com 25, 50 e 75% de AGL, 6leo de
macauba, 6leo de fritura usado e 6leo &cido residual, utilizando a enzima
Eversa Transform nas condigBes reacionais, 1% de Eversa® Transform,
2,5% de agua e razdo molar metanol/dleo de 4,5:1, em shaker (35 °C/250
rpm).

Teor de AGL Teor de AGL Teor FAME

inicial (%) final (%) (%)

Oleo de soja 0,30 3,80 95,8
Oleo de soja com 25% &cido oleico 23,12 3,00 93,83
Oleo de soja com 50% écido oleico 46,53 4,35 97,30
Oleo de soja com 75% écido oleico 68,91 29,68 84,30
Oleo 4cido residual 44,30 3,07 96,20
Oleo de fritura usado 0,63 3,10 97,29
Oleo de macadba 60,54 7,30 80,53

Baseado nestes resultados e no excelente desempenho do
substrato 6leo &cido residual em seu estudo cinético para a producdo de
ésteres metilicos estudou-se sua aplicacdo na producdo de eésteres
metilicos e etilicos, também a caracterizacdo do substrato, estudo do
efeito da concentracdo da lipase Eversa® Transform e reuso da lipase
para a producgdo de ésteres.

2.3.4 Estudo dos parametros da producéo de ésteres de acido graxo
com a lipase Eversa® Transform a partir de dleo acido residual

Os residuos advindos da indastria de Oleos, como descrito
anteriormente, geralmente sdo misturas heterogéneas de diferentes
correntes residuais, inclusive de mais de uma fonte de gordura ou 6leo.
As etapas como refino, destilacdo, tanto do 6leo como de outros
produtos produzidos a partir deles, geram uma grande carga de acidos
graxos, mono-, di- e triacilglicerois. Devido & complexibilidade dessa
mistura, seu descarte acaba por se tornar um problema para a inddstria.
Visto que existem barreiras em seu aproveitamento para a producédo de
biodiesel utilizando as rotas convencionais, considerando seu baixo
custo e seu excelente desempenho nos testes preliminares realizados em
esse trabalho, realizou-se neste item a caracterizacdo do substrato
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(dividido em lotes de recebimento), estudo do efeito da concentragéo da
lipase e reuso da enzima para a producdo de ésteres metilicos e etilicos
com o catalisador enzimatico Eversa® Transform.

2.3.4.1 Caracterizacgao do 6leo acido residual

Como citado acima, a matéria-prima 6leo &cido era muito
heterogénea. Entdo foram feitas anélises a cada lote recebido. Ao longo
deste capitulo, foram estudados 3 lotes de 6leo &cido residual, os quais
serdo identificados a cada estudo nas sessdes seguintes. Onde o lote 1
foi utilizado na primeira cinética realizada (item 2.3.2) e no
escalonamento (item 2.3.3). Como pode ser observado na Tabela 2.4, a
matéria-prima apresentava alto teor de AGL, baixo teor de agua, baixo
teor de glicerol e teor aprecidvel de ésteres, provavelmente residuos
vindos da producdo e processamento de biodiesel da empresa doadora.
Diante do teor aprecidvel de ésteres, optou-se por reduzir a quantidade
de alcool empregado nas reac@es utilizando 6leo acido residual, da razéo
molar metanol/éleo de 4,5:1 para 3,5:1 gerando assim economia no
processo, pelo menor emprego de reagentes e pela quantidade de
metanol desnecessario para a reacdo, que apenas contribuiriam para o
aumento do volume de efluentes ao final do processo.

Tabela 2.4— Caracterizacgdo dos lotes de 6leo &cido residual quanto ao teor
de AGL, glicerol, dgua e ésteres de 4cido graxo.

Lote 1 Lote 2 Lote 3

Teor de AGL (%) 42,09 44,03 45,09
Glicerol (%) 2,57 2,44 0,43
Agua (%) 0,22 0,40 031
Esteres (%) 33,15 21,60 28,01
Sabdes (%) 19,40 19,40 19,40

Segundo laudo anterior emitido pela empresa, Apéndice A, a
matéria-prima poderia conter teor apreciavel de sabdes, cerca de 20%,
gue se trataria de fato em material ndo passivel de conversdo a ésteres.
Né&o foi possivel reproduzir a metodologia de analise do percentual de
sabdes para a confirmacdo dos valores, com isso adotou-se para 0s todos
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os lotes 0 mesmo valor quanto ao teor de sabdes, de 19,4%. Na Figura
2.13 é possivel observar o aspecto visual do dleo acido residual
estudado.

Figura 2.13 - Aspecto visual do 6leo acido residual estudado nas reagdes de
producao de biodiesel enzimatico utilizando a lipase Eversa® Transform.

2.3.4.2 Cinética de 6leo acido residual com diferentes concentragdes
da lipase Eversa® Transform

Realizaram-se estudos cinéticos (destrutivos), para verificar o
comportamento da reacdo com diferentes concentracbes de enzima
Eversa® Transform. Utilizou-se as condigdes 6leo acido residual (lote
2) (100g), alcool metilico (razdo molar metanol/6leo de 3,5:1), 4gua
destilada 2,5% (m/m, em relacdo ao substrato) e enzima Eversa®
Transform nas concentracdes de 0,25, 0,5 e 1% (m/m, em relagdo ao
substrato) e incubado em shaker (35°C/250rpm). As reagdes conduzidas
nos tempos de 0, 1, 2, 4, 8,16, 24 e 28 h de reacdo. Na Figura 2.14 ¢
possivel verificar o perfil da formacdo de ésteres metilicos utilizando
6leo &cido residual com 0,25, 0,5 e 1% de Eversa® Transform, todavia
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0 resultado quanto ao teor de AGL nas maiores produgdes de FAME
sera apresentado ao longo da discussao.

Figura 2.14- Teor de ésteres metilicos de acido graxo das cinéticas
utilizando 6leo acido residual na razdo molar metanol/6leo de 3,5:1, 2,5%
de &gua, e as concentragdes de 0,25, 0,5 e 1% de Eversa® Transform.
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Na Figura 2.14 é possivel verificar que todas as concentracdes
permitiram o alcance de bons resultados, especialmente quando
utilizado 1% de enzima. Os experimentos com 0,5% de enzima
apresentaram teores de FAME, ao final do processo, bem préximos aos
alcancados com 1% de enzima. Em 8 horas de reacdo, foram obtidos
com 0,25% de enzima 76% de ésteres metilicos, jA com 0,5% de
Eversa® Transform 80% de ésteres metilicos e com 1% de lipase 92%
de ésteres metilicos e cerca de 9% de AGL para a concentracdo de
0,25% de Eversa® Transform e de 5% de AGL para 0,5 e 1%.
Resultados excelentes ao utilizar pequenas concentracdes da enzima,
num tempo curto de rea¢éo e com um substrato de baixo custo.

As velocidades iniciais de reagdo foram 0,361 min™ utilizando
0,25% de lipase, 0,363 min™ utilizando 0,5% de lipase e 0,407 min™
com 1% de lipase, todas as velocidades foram altas, com valores
crescentes a medida que aumentou-se a concentracdo de Eversa®
Transform. A concentracdo da enzima livre Eversa® Transform de
0,5% foi suficiente para a obtencdo de altos contelidos de ésteres em um
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curto tempo de reacdo, 80% de ésteres em 8 horas, fato que demonstra o
grande poder catalitico da enzima. As demais reacfes também
apresentaram resultados excelentes, porém, com 0,5%, tem-se uma
concentragcdo moderada de lipases com resultados satisfatorios. O baixo
percentual de uso da lipase em reacGes significa maior economia de
processo, assim como 0 curto tempo de reacdo necessario para propiciar
elevado teor do produto de interesse, caracteristicas que evidenciam a
excelente escolha do catalisador lipase Eversa Transform.

Hayyan et al. (2014), utilizaram uma mistura de 6leos de
rejeitos e 6leos brutos com alto teor de AGL para a producdo de
biodiesel utilizando o acido organico (1R) - canfor-10-sulfonico como
catalisador, onde o teor de AGL foi reduzido de 8% a menos de 1% sob
condicdes 6timas. Shah et al. (2014) também estudaram a producédo de
biodiesel a partir de 6leo de acido utilizando catalisador quimico, acido
sulfénico meso-estruturado SBA-15, onde foi alcancada alta converséo,
99% de ésteres, obtida nas condicGes 6timas de temperatura 100 °C com
4% de catalisador e a razdo molar de 6leo/metanol 1:15, no tempo de 8
h. Pedersen et al. (2014) avaliaram o processo de producdo de biodiesel
a partir de 6leo de canola em modo batelada utilizando a lipase aquosa
Callera Trans L., alcancando 98% de ésteres, utilizando excesso de
alcool etilico (razdo molar metanol/dleo 4,5:1), 20% de agua em relacao
a massa de oleo, agitacdo de 1400 rpm e 1% de lipase em 24 h de
reacdo.

2.3.4.3 Estudo de reuso da lipase Eversa Transform e adicdo da
etapa de polimento do produto recuperado do meio reacional

Visando o melhor aproveitamento da enzima e a possibilidade
de aperfeicoar a producdo, optou-se por utilizar nesta etapa 0,5% de
lipase Eversa® Transform nas reagdes, com intuito de produzir cerca de
80% de ésteres ao final de 8 horas, e ap0s adicionar ao processo uma
etapa de polimento final, para obtencdo de maior concentracdo de
ésteres no meio reacional. Também foi estudado, em paralelo com o
polimento, o reuso da enzima livre Eversa® Transform utilizada na
producdo dos ésteres de &cido graxo. Simulando também rotas mais
econdmicas para a indudstria, onde foram estudados dois processos de
separacao: a centrifugacdo e a decantacdo. Utilizaram-se dois tipos de
alcodis, etanol e metanol, para avaliar o comportamento da lipase
mediante cada um deles.
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Como no caso do 6leo acido residual a &gua € adicionada
teoricamente para maior protecdo da enzima perante aos substratos,
visto que a este substrato é parcialmente hidrolisado (rico em AGL), e
também como a concentracdo da enzima caiu pela metade nestes
experimentos, 0,5% apenas, optou-se por reduzir a quantidade de agua
de 2,5% para 2% (m/m em relagdo ao substrato), reduzindo assim a
guantidade de agua que deve ser eliminada ao final do processo. Essas
condicdes foram escolhidas para as etapas de reuso e polimento do
processo, que serao apresentadas a seguir.

2.3.4.3.1 Reuso da enzima livre e polimento do biodiesel utilizando
oleo acido residual e diferentes alcodis

O reuso da enzima e o polimento do biodiesel foram realizado
primeiramente com o alcool metilico, apds com alcool etilico (99,5%) e
por fim, com alcool etilico comercial (93,57%). A primeira reacéo (ciclo
da enzima 1/ reacdo 1) do processo foi conduzida por 8 horas nas
condices: 6leo acido residual (lote 2) (100 g); alcool metilico ou alcool
etilico (99,5%) ou éalcool etilico comercial (93,57%) (razdo molar
alcool:bleo 3,5:1), adicionado de hora em hora em 6 fragGes iguais nos
tempos iniciais de reacdo; &gua destilada (2%, m/m, em relagdo ao
substrato, para alcool metilico e etilico 99,5% e 0% para o alcool etilico
comercial 93,57%), e enzima Eversa® Transform (0,5 % m/m, em
relacdo ao substrato) e incubado em shaker (35 *C/250 rpm). Apos as 8
h de reacdo, o volume reacional, ciclo 1/reacdo 1, foi submetido a
separacdo (ésteres/lipase) por centrifugacdo (3500 rpm/ 10min) e
também por decantacdo em provetas (12h). Onde somente foram
realizadas sem &gua as reacOes utilizando alcool etilico 93,57%, isso
porque este alcool comercial continha cerca de 6% de agua, com isso ele
supria sua quantidade necessaria para a producao de ésteres.

O topo da reacdo foi recuperado e encaminhado para a etapa de
polimento, com nova carga dos reagentes: alcool na razdo molar 3,5:1
(em relacdo ao dleo ndo convertido), agua destilada 0-2% (m/m, em
relagdo ao 6leo ndo convertido), e a enzima Eversa® Transform 0,5 %
(m/m, em relacdo ao 6leo ndo convertido), e incubado em shaker por
mais 8 h (35°C/250rpm). Por sua vez, o fundo (fase que contém a lipase
Eversa® Transform), obtido pela separacdo, foi recolhido e
encaminhado para o reuso (ciclo de uso da enzima 2) com nova carga
dos reagentes: razdo molar alcool/6leo 3,5:1, sendo o alcool alimentado
em 6 fragdes iguais nas 6 horas iniciais de reacdo, incubados em shaker
por mais 8 h (35°C/250rpm). Na Tabela 2.5 ¢ possivel observar os
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resultados quanto ao teor de FAME e FAEE no reuso utilizando os
diferentes alcodis como substrato, e os resultados quanto ao teor de
AGL destes tempos sdo apresentados ao longo da discusséo. Para ambos
0s substratos, foram realizados os estudos de apenas 1 reuso, ou seja, 2
ciclos de uso da enzima Eversa® Transform.

Tabela 2.5- Valores de FAEE e FAME no reuso da lipase Eversa®

Transform quanto a produgéo de ésteres metilicos ou etilicos (%) a partir

de dleo acido residual e &lcool metilico e alcodis etilicos com as distintas

formas de separagao, realizados com razao molar alcool/6leo de 3,5:1, agua

de 0 ou 2% e 0,5% de enzima, incubado em shaker por 8 h (35°C/250rpm).
Teores de ésteres (%)

Alcool metilico (99,5%) Alcool etilico (99,5%) Alcool etilico (93,7%)

Ciclos  Decantado  Centrifugado  Decantado  Centrifugado Decantado  Centrifugado
de uso

1T 890(203) 872(x0,2) 899(x0,1) 934 (202) 680 (66) 593 (20,8)

2 3302  357(05  8L1(L1)  829(x04)  808(x40) 67,4 (:31)

Como pode ser observado nos resultados na Tabela 2.5, o
segundo ciclo de uso da lipase Eversa® Transform utilizando alcool
metilico ndo foi satisfatorio, pois, o teor de ésteres obtidos foi muito
baixo. Isso ocorreu, possivelmente, pela acdo do alcool metilico que
acaba por afetar a atividade da enzima, provocando sua inibicdo apos o
primeiro ciclo de uso. O metanol pode ter efeito inibidor sobre enzima,
podendo causar sua desnaturacdo, por isso é necessario sua adicdo
fracionada quando se trabalha com metandlise (MEHER; SAGAR,;
NAIK, 2006; SHIMADA et al., 2002).

Porém, quanto aos resultados do teor de ésteres etilicos obtidos
quando se utilizou &lcool etilico (99,5%), como observados na Tabela
2.5, foram elevados, tanto quando utilizada a separacdo ou a
centrifugacdo. O reuso (ciclo 2) utilizando o alcool etilico apresentou
resultados excelentes, pois os valores encontrados, cerca de 82% de
ésteres e cerca de 8% de AGL final, foram bem proximos aos
encontrados na primeira reacdo, ciclo 1 para ambos os alcodis etilicos.
Segundo Modi et al. (2006), a substituicdo do metanol, que é usado no
processo tradicional de produgdo de biodiesel por outros alcoois, tais
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como etanol é uma boa estratégia no intuito de transformar o biodiesel
produzido em um produto totalmente sustentavel (devido a natureza
renovavel do etanol) e também por que este alcool é menos agressivo
para as enzimas.

O 4lcool etilico (99,5%) se mostrou mais eficiente nas reacdes
de producdo de ésteres enzimaticos, em comparacgao ao alcool metilico,
possibilitando maiores valores de ésteres etilicos e 0 reuso da enzima.
Porém, a utilizacdo de um substrato com esse grau de pureza
impossibilitaria a producdo dos ésteres devido a seu alto custo. Assim
optou-se por estudar a aplicacao de alcool etilico comercial (93,57%) ao
processo, utilizado comercialmente como combustivel, sendo esse
substrato de menor valor, possibilitando sua aplicagdo em niveis
industriais. Os resultados utilizando alcool etilico (93,57%), também
expostos Tabela 2.15, demonstram que o0s teores de esteres encontrados
nos ciclos de uso 1 e 2 da Eversa® Transform ndo foram tdo elevados
em comparagdo com as reagdes realizadas com alcool metilico e com o
alcool etilico 99,5%. Isso se deve provavelmente ao maior contelido de
agua desse substrato, que acarreta a maior acidez ao final do processo da
producdo de ésteres, devido a alta hidrélise provocada no meio. O alto
contetido de acido ao final do processo € indesejavel, porém, ap6s o
polimento, o teor de AGL tende a diminuir, aumentando o teor de
ésteres. Com isso, a quantidade de agua ndo seria um empecilho na
producdo dos ésteres. Na Tabela 2.6 estdo apresentados os resultados
guanto ao polimento realizado da reacdo 1 ou ciclo 1, com os diferentes
alcodis estudados.

Tabela 2.6- Resultados dos teores de FAME e FAEE da reagdo 1 e seu
polimento, quanto ao teor de ésteres metilicos ou etilicos (%), realizados
com razdo molar &lcool:6leo 3,5:1, agua 0 ou 2% e 0,5% de enzima,
incubado em shaker por 8 h (35°C/250rpm).

Teores de ésteres (%)

Alcool metilico (99,5%) Alcool etilico (99,5%) Alcool etilico (93,7%)

Decantado  Centrifugado Decantado  Centrifugado Decantado ~ Centrifugado

Reacdol 89,0 (x03) 872(x02) 899 (x01) 934(20,2) 680 (66) 593 (0.8)

Polimento 90,38 (+08) 87,0(tL2) 947 (x10) 9516(:08) 950(:22) 92,1(0,1)
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Na Tabela 2.6 observamos que nas reacdes utilizando o alcool
metilico o polimento realizado com o resultado do 1 ciclo de reagédo ndo
apresentou melhora importante nos valores de ésteres anteriormente
obtidos. O polimento utilizando alcool etilico (99,5%) apresentou
melhora de até 5% no teor de ésteres produzidos na primeira fase de
reacdo o que caracteriza excelentes resultados, cerca de 95% de ésteres
etilicos em média ap6s o polimento. Em relagdo ao &lcool etilico
(93,57%) ap6s o polimento, foi obtido cerca de 95% de ésteres nas
reacdes, valores elevados de ésteres etilicos e cerca de 4% de AGL em
ambas as reagdes, valores também considerados satisfatorios.
Analisando os resultados quanto ao tipo de separagdo, centrifugacéo e
decantacdo, estes foram muito semelhantes, demonstrando que ambas as
separacBes podem ser utilizados no processo.

Através da andlise em relacdo aos distintos alcodis e seus
resultados quanto ao reuso e ao polimento, é possivel concluir que o
alcool etilico comercial (93,57%) se destacou nas reacdes de producédo
de ésteres enzimaticos em modo batelada alimentada, ja que apresentou
bons resultados no reuso da lipase, assim como o polimento demonstrou
ser uma 6tima alternativa ao processo de producdo do biodiesel,
propiciando a producédo de elevados indices de ésteres e menores teores
de AGL, com menor valor de aquisicdo, com isso tornando possivel a
continuidade de estudos sobre o reuso da enzima utilizando esses
substratos, o que pode ser observado no préximo item.

A transesterificacdo enzimatica utilizando etanol em vez de
metanol tem sido sugerida como uma alternativa mais limpa e mais
sustentadvel para a producdo de biodiesel (STAMENKOVIC et al.,
2011). Além disso, o etanol é um &lcool mais longo e de maior massa
molar que o metanol, o que significa um aumento de rendimento em
massa final na sintese enzimatica de ésteres etilicos, resultando em
maior producdo de biodiesel por unidade de 6leo (BRUNSCHWING et
al., 2012). Assim, o ganho de volume extra ao usar etanol em vez de
metanol pode se tornar um dos principais argumentos de vendas
(STAMENKOVIC et al., 2011 e BRUNSCHWING et al., 2012).

2.3.4.3.2 Estudo de reuso da lipase Eversa® Transform na sintese de
ésteres etilicos

No intuito de simular condi¢Ges mais préximas a uma aplicacéo
em escala industrial, foi realizado o reuso utilizando 1% de enzima
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Eversa®, dleo acido residual (lote 3) e alcool etilico comercial (93,57%)
(razdo molar metanol/6leo de 3,5:1) e agua destilada (0%, m/m, em
relacdo ao substrato), incubados em shaker por 8 h (35°C/250rpm) e
separacdo de fases do biodiesel por meio de decantagdo por 12 horas.
Apds, 20 mL do fundo da separacdo foi recolhido e encaminhado para
um novo reator onde foi adicionada nova carga dos reagentes 6leo acido
residual e alcool etilico comercial (93,57%) (razdo molar metanol/dleo
de 3,5:1), incubados em shaker por mais 8 h (35 °C/250rpm), assim
sucessivamente até o maximo numero de ciclos de uso possivel da
lipase.

Na Figura 2.15 é possivel observar os teores de ésteres
produzidos nos ciclos de uso da enzima. Cabe ressaltar que nos ensaios
apresentados o desvio padrdo médio foi menor que 0,7, para todos os
ensaios. Os ciclos 1 e 2 apresentam 0s maiores teores de ésteres, 98 e
95% respectivamente; o ciclo 3 apresenta cerca de 93% de ésteres, que é
um valor considerado alto; porém, a partir do ciclo 4, a producdo de
ésteres decresce para 80%, que é considerado um valor relevante, porém
menor que dos demais ciclos. Contudo, cabe salientar que os valores
alcancados nos 4 ciclos podem ser considerados excelentes, ainda mais
considerando o aproveitamento de um substrato de baixo custo e bem
heterogéneo como o dleo acido residual.

Figura 2.15- Resultados quantos ao teor de ésteres etilicos de acido graxo
dos ciclos de uso da enzima Eversa Transform a partir de 6leo acido
residual e alcool etilico comercial (93,57%), realizados com razdo molar
alcool/dleo de 3,5:1, e 1% de enzima, incubado em shaker por 8 h
(35°C/250rpm).
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Conforme Aguieiras et al. (2014), o excesso de etanol e a 4gua pode
ser facilmente removido por meio de destilagdo do biodiesel final.
Quando a reacdo apresenta contetidos de dgua muito baixo, os teores de
MAG e DAG aumentam porque ocorre a hidrélise incompleta de TAG
durante o processo hidrolitico. Contudo, o excesso de AGL causa a
baixa estabilidade oxidativa, que pode ser resolvida pela formulagédo
com aditivos. Assim, embora alguns parametros ndo se encontrem
dentro dos limites estabelecidos pela legislacdo vigente, a maioria deles
pode ser melhorada pela utilizacdo de processos relativamente simples.
E importante ressaltar que o produto bruto biodiesel pode e deve ser
purificado por meio de processos fisicos e quimicos, para atender as
normas vigentes e assim ser utilizado adequadamente nos motores de
ciclo diesel (CHATTOPADHYAY; SEN, 2013).

Em contraste com lipases imobilizadas, 0 nimero necessario de
ciclos de uso de uma lipase livre para sua viabilidade na aplicacdo em
um processo pode ser muito menor, devido a grande diferenca no custo
para a obtencdo de cada enzima (CESARINE et al., 2014a). A utilizacdo
de lipase livre em vez de imobilizada resulta na significativa
simplificacdo do processo de transesterificacdo de matérias graxas, o
que é fundamental para aplicacdo em escala industrial de producéo de
um biocombustivel inovador e de valor comercial competitivo.

2.4 Considerag0es Finais

Os resultados aqui apresentados representam alternativas de
tecnologia para a producdo de biocombustiveis, bem como no
desenvolvimento de novas rotas de producgdo de biodiesel a partir de um
biocatalisador e diferentes substratos. O catalisador enzimatico Eversa®
Transform apresentou-se como potencial, possibilitando elevada
conversao em ésteres a partir de substratos complexos, como éleos com
alto teor de AGL e 6leos de reuso, em um tempo razoavel de reacdo e
condi¢des brandas de processo.

As condigdes com matéria graxa e alcool metilico na razdo molar
metanol/matéria graxa de 4,5:1, dgua destilada 2,5% (m/m, em relacdo
ao substrato), enzima Eversa® Transform 1% (m/m, em relagdo ao
substrato) e incubacdo de 16 horas em shaker (35°C/250rpm) foram as
gue resultaram nas maiores conversdes de ésteres para 0s substratos:
6leo de soja (96,7% FAME); misturas de 6leo de soja refinado com 25%
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(95,1% FAME), 50 % (97,2% de FAME) e 75% (85,97% FAME) de
acido oleico; 6leo de macauba (80,89% FAME) e 6leo de fritura usado
(94,89% FAME).

Para experimentos realizados com a matéria graxa 6leo &acido
residual, foram avaliados dois alcoois de cadeia curta, o alcool etilico e
0 alcool metilico. Sendo que as melhores condicdes para a obtengdo de
ésteres utilizando alcool metilico foram: éleo acido residual e alcool
metilico na raz8o molar metanol/6leo de 3,5:1, dgua destilada 2,0%
(m/m, em relagdo ao substrato), e enzima Eversa® Transform 0,5 %
(m/m, em relacdo ao substrato) e incubado em shaker por 8 horas
(35°C/250rpm), obtendo rendimento de 89,01% de ésteres metilicos. No
entanto, para o alcool etilico, os melhores resultados foram obtidos
utilizando 4lcool etilico comercial (93,57%), sendo as melhores
condigdes: 6leo &cido residual e alcool etilico comercial (93,57%) na
razdo molar etanol/6leo de 3,5:1, sem adicdo de agua destilada e enzima
Eversa® Transform 1% (m/m, em relagdo ao substrato), incubado em
shaker por 8 horas (35°C/250rpm), obtendo rendimento de 95,0% de
ésteres etilicos. Também, utilizando alcool etilico (93,57%), foi possivel
0 reuso da enzima Eversa® Transform por 4 ciclos de uso com obtencéo
de teores relevantes de ésteres etilicos. Com isso, o 6leo acido residual
juntamente com o catalisador enzimatico Eversa® Transfom, em sua
forma livre, receberam destaque por constituirem alternativa promissora
ao processo tradicional de producdo de biodiesel e contribuem para
tornar o biodiesel enzimético vidvel economicamente.
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Capitulo 111

PRODUCAO DE ESTERES METILICOS DE ACIDOS
GRAXOS A PARTIR DE MATERIAS-PRIMAS DE REUSO,
UTILIZANDO AS LIPASES LIVRES EVERSA® TRANSFORM E
EVERSA® TRANSFORM 2.0 EM PLANTA PILOTO

Este capitulo € a complementacdo da investigacdo de producéo
de ésteres de &cidos graxos iniciada no capitulo Il, trazendo a aplicacdo
industrial da producdo enzimatica de ésteres metilicos a partir de dleo
acido residual realizada na empresa Transfertech, que foi destaque na
primeira etapa desse estudo, e também uma nova matéria graxa de baixo
custo, a gordura é&cida residual, aplicados em sistema batelada
alimentada em planta piloto com capacidade de 1.000 L, catalisada pela
lipase até o momento investigada, Eversa® Transform, e também
avaliando, na produgdo de ésteres metilicos uma nova lipase potencial,
Eversa® Transform 2.0, a ser explorada desta etapa do trabalho em
diante.
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3.1 Introdugéo

A producdo atual de biodiesel se concentra na utilizacdo de um
catalisador basico para a conversao de um 6leo refinado e metanol. Sem
surpresas a matéria-prima acaba por elevar o preco do biodiesel final, o
tornando menos competitivo. Buscando o aproveitamento de matérias-
primas de baixo custo, como Oleos de reuso, surgem 0S processos
catalisados por lipases, que dentre as principais vantagens, apresentam
flexibilidade quanto a matéria-prima e um processo que traz menores
impactos ambientais. Além de que as lipases, assim como as demais
enzimas, sao biodegradaveis, ndo tdxicas, e facilitam a recuperacdo do
produto final (ésteres) e do glicerol (SUWANNO et al., 2017; ZHENG
etal., 2012; YAN et al., 2012; CHEN et al., 2011)

A producdo mundial de biodiesel aumentou 13%, o
equivalente a 29,4 bilhGes de litros em 2014, tendo destague como
principais paises produtores os Estados Unidos (60 bilhdes de litros), o
Brasil (29,9 bilhdes de litros), a Alemanha (4,3 bilhGes de litros), a
China (3,9 bilhGes de litros) e Argentina (3,6 bilhdes de litros)
(ABOMOHRA et al., 2016). Em 2016, o governo brasileiro aprovou o
aumento da mistura de biodiesel ao diesel de petréleo dos atuais 7%
para 8%, que ocorrera ao longo de 2017, e a estimativa é que este valor
passe a 9% em 2018, 10% em 2019, chegando a 15% nos anos
subsequentes (SOCCOL et al.,, 2017). O aumento da demanda por
biodiesel, juntamente com o aumento do debate mundial sobre a
utilizacdo de Oleos comestiveis, na producdo de biocombustiveis,
impulsionam cada vez mais o desenvolvimento do chamado biodiesel de
"segunda geracdo" a partir de dleos vegetais ndo comestiveis como dleos
usados (SOCCOL et al., 2017; SITEPU et al., 2014).

Avaliando a producdo industrial de biodiesel, o uso de lipases livres ou
sollveis é capaz de reduzir substancialmente o custo de producéo, e de
acordo com a atividade catalitica da lipase, escolhida a utilizag&o Unica
do catalisador, é considerado uma opcdo viavel (CESARINI et al.,
2013). Entre as principais vantagens das lipases livres frente as
imobilizadas esta a economia de processo, levando em conta que estas
nao necessitam de suportes caros e/ou sofisticados e nem de um
processo complexo de imobilizacdo (KUO; SHAW,; LEE, 2015; CHEN
et al.,, 2008). Além disso, em processos envolvendo enzimas
imobilizadas, o glicerol liberado durante a transesterificacdo pode ligar-
se aos suportes causando entupimentos nos poros desse, conduzindo a
efeitos negativos sobre a atividade e a estabilidade operacional das
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enzimas (YANG et al., 2016; CESARINE et al., 2014a; CHEN; DU;
LIU 2008).

Em processos catalisados por lipases, necessita-se apenas de
50% de excesso de metanol (em base molar) para alcancar altos
conteldos de ésteres metilicos, enquanto com catalisador quimico €
necessario 100% de excesso deste para a completa transesterificacao do
6leo (FJERBAEK et al., 2009; MEHER et al., 2006). Ainda, o processo
enzimatico de producéo do biodiesel traz a possibilidade do reciclo do
metanol que ndo reagiu no processo anterior e sua aplicacdo em um
novo ciclo de producéo sem a necessidade de pré-tratamento, 0 que ndo
é possivel na catalise alcalina (PRICE et al., 2016). No entanto em
processos envolvendo lipases, devido a sua sensibilidade a alta
concentracdo de metanol, é necessaria a adicdo gradual deste alcool com
0 intuito de preservar a atividade enzimética (FIRDAUS et al., 2016;
YUSOFF; XU; GU 2014).

Neste contexto, este capitulo teve como objetivo a producédo
enzimatica de ésteres metilicos de acidos graxos em escala piloto, onde
em um primeiro estudo, investigou-se a producdo a partir de 6leo &cido
residual utilizando como biocatalisador a lipase Eversa® Transform, nas
condicdes reacionais encontradas em laboratorio, descritas no capitulo
11, e em um segundo estudo, a sintese enzimatica de ésteres metilicos a
partir de gordura &cida residual, em escala piloto, utilizando os
biocatalisadores Eversa® Transform e a Eversa® Transform 2.0,
também por meio das condicGes reacionais definidas em laboratorio.
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3.2 Material e Métodos

Neste item serdo descritos os materiais e métodos utilizados,
bem como os procedimentos adotados durante a segunda etapa deste
trabalho, relacionados a producdo de ésteres em escala piloto industrial,
utilizando reatores de 1.000 L, no estudo da producdo de ésteres
metilicos com distintas matérias graxas de reuso utilizando como
catalisador as lipases Eversa Transform e Eversa Transform 2.0.

3.2.1 Material

Enzimas
e Eversa Transform - Lipase soldvel produzida e gentilmente cedida
pela Novozymes® (Dinamarca).

e Eversa Transform 2.0 - Lipase solivel produzida e gentilmente
cedida pela Novozymes® (Dinamarca) produzida pelo micro-
organismo  Aspergillus  oryzae modificado  geneticamente
(Novozymes, 2016).

Reagentes
. Heptano (Vetec, 99,5%);
o Derivatizante MSTFA (N-methy-N-trimethysiltrifluoroacetamida).

Substratos
. Oleo 4cido residual (cedido pela Olfar Alimentos, Erechim/RS):
. Gordura animal residual (cedido pela Olfar Alimentos,
Erechim/RS);
. Alcool metilico;

. Agua destilada.

Padrdes quimicos
Os padrdes quimicos utilizados para as analises em cromatégrafo de
gases:
e Esteres metilicos, heptadecanoato de metila (Sigma-Aldrich, 95%);
e Monoacilglicer6is, monoleina, adquirido da Sigma-Aldrich
(Supelco, 99% pureza);
e Diacilgliceréis, dioleina, adquirido da Sigma-Aldrich (Supelco,
99% pureza);
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e Triacilglicerdis, trioleina, adquirido da Sigma-Aldrich (Supelco,
99% pureza).

3.2.2 Procedimento Experimental

Este item traz a descrigdo da unidade piloto montada para as reagdes em
escala piloto industrial, juntamente com os procedimentos adotados para
a produgdo de ésteres metilicos e as matérias-primas escolhidas para o
desenvolvimento desta etapa.

3.2.2.1 Descricéo da unidade piloto

A unidade experimental piloto encontra-se nas dependéncias da
empresa Transfertech Gestdo e Inovacdo Ltda (Erechim/RS). Esta foi
montada sobre uma plataforma metélica de 1 andar, com acesso ao piso
superior através de escada (Figura 3.1).

Figura 3.1- Plataforma metalica com a unidade experimental montada para
a producdo enzimatica de esteres metilicos de acido graxo em planta piloto.
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No primeiro andar era possivel ter acesso a dois reatores,
identificados como R1 e R2. Estes continham capacidade de 1000 L
cada, eram constituidos de inox, e contavam com controle de
temperatura e pressdo. Nestes reatores estava acoplada uma bomba
centrifuga, BCl E603 TM 06 J (Fabo Bombas), para a agitacdo do meio
reacional, e também trés bombas dosadoras, IEC EN 60034
(Bonfiglioli), utilizadas no controle da entrada dos substratos metanol e
agua, e do catalisador Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0. Os
substratos e as lipases estavam dispostos abaixo da plataforma, em
containers com capacidade de 1.000 litros, tipo IBC com pallet de ferro
galvanizado. A entrada de reagentes nos reatores era controlada por
meio de um painel eletrdnico com controladores, também disposto
abaixo da plataforma. A adicdo das matérias graxa ao reator, bem como
a retirada do meio reacional ap6s o tempo de reagdo, ocorria com 0
auxilio da bomba centrifuga. A separacdo do produto final ocorria por
meio de decantacdo, em container tipo IBC.

3.2.2.2 Produgdo de ésteres metilicos por meio de batelada
alimentada em escala piloto

Primeiramente, cada matéria-prima de reuso recebida para a
producdo de ésteres foi submetida a anélise quanto aos teores de:
ésteres, 4acidos graxos livres, glicerina livre e mono-, di- e
triacilglicerdis. Ap6s, a matéria-prima selecionada (550 kg) foi
adicionada ao reator piloto de interesse com auxilio da bomba
centrifuga, em seguida, por meio das bombas dosadoras, foi adicionado:
a 4gua (2%, m/m, em relacdo ao substrato), o catalisador enzimatico
(0,3-0,7%, m/m, em relagdo ao substrato) e, por fim, o alcool metilico,
na razdo molar metanol/matéria graxa de 4,5:1, alimentado em 8 fracdes
iguais de hora em hora nas 8 horas iniciais de reacdo. Todas as adi¢des
foram controladas por meio do painel de controle programado antes do
inicio da reacdo. Em seguida os reatores foram fechados, a temperatura
ajustada (35-40°C) e a reagdo iniciada.

Ao longo e ao final do tempo da reacdo, foram recolhidas
aliquotas do conteudo reacional. Estas foram centrifugadas (3500
rpom/10 min), e, apds a fase topo, fase de interesse, encaminhada para as
andlises quimicas necessarias em cromatografo de gases (GC). Para os
calculos da razdo molar dos substratos, como foram alvo desta fase do
estudo duas matérias graxas, quando trabalhou-se com gordura acida
residual (constituidos majoritariamente por TAGS), considerar a massa
molar 870 g/mol, ja na matéria-prima éleo acido residual, rica em AGL,
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levou-se em conta a massa molar do &cido oléico 282 g/mol, também
utilizou-se a massa molar do alcool metilico 32,04 g/mol
(REMONATTO et al., 2015).

3.2.3 Métodos Analiticos

Antes da utilizacdo dos substratos, 6leo &cido residual e gordura
acida residual, nas reacdes de producdo de ésteres metilicos e ao longo
do processo de transformacdo das matérias-primas, foram necessarias
algumas analises como determinacgdo do teor de &cidos graxos livres e
ésteres metilicos e, em alguns casos, verificacdo da presenca de mono-,
di- e triacilglicerdis e do teor de glicerol livre.

3.2.3.1 Teor de acidos graxos livres

A determinacdo do teor de AGL das matérias graxas foi
realizada segundo metodologia AOCS Cd 3d — 63. Primeiramente,
pesou-se de 4 a 15 g de amostra, em um béquer se 250 mL. A seguir, 0
6leo foi dissolvido em uma solucdo neutralizada de 150 mL de
etanol/éter etilico (1:1 v/v). Adicionaram-se 2 mL do indicador (solucéo
de fenolftaleina 1% em etanol 95%) e titulou-se com solugdo
padronizada de KOH 0,1 mol L™. As analises foram feitas em duplicata
e 0s resultados foram expressos como teor de acidos graxos livres
(AGL) em &cido oleico, calculado pela Equagdo (3.1):

(56,1 14 M)
X m J

Teor de AGL (% acido oleico) = >

(Equacdo 3.1)
Onde:
V = volume de base gasto na titulago da amostra (mL);
M = molaridade da solucio de KOH, padronizada (molL™);
m = massa da amostra (g).
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3.2.3.2 Teor de glicerol livre

O método de periodato para determinacdo da concentragdo de
glicerol foi descrito por Cocks e Van Rede (1966), o qual consiste na
reacdo do glicerol presente na amostra com periodato de sddio (NalO,)
em solucdo aquosa &cida para produzir formaldeido e acido formico,
este Ultimo utilizado como medida do glicerol. O procedimento consiste
na diluicio da amostra previamente pesada em 50 mL de agua
bidestilada. De 5 a 7 gotas de azul de bromotimol sdo adicionadas a
amostra e a mesma é acidificada com acido sulfirico 0,2 mol L™ até pH
4. A solugéo é entéo neutralizada com NaOH 0,05 mol L™ até coloragéo
azul.

Paralelamente, um branco reacional foi preparado contendo 50
mL de &gua destilada, sem a presenca de glicerol e 0o mesmo
procedimento adotado para a amostra a ser analisada foi aplicado ao
branco. Em seguida, 100 mL de solucéo de periodato de sédio (60 g L™)
sdo adicionados a amostra e ao branco e mantidas ao abrigo da luz por
30 min. Ap0s este periodo, 10 mL de solugdo de etileno glicol séo
adicionadas a mistura, que € deixada ao abrigo da luz por mais 20 min.
As amostras sdo, entdo, diluidas até completar o volume de 300 mL com
4gua bidestilada e tituladas com solugdo de NaOH 0,125 mol L™ usando
pH-metro para determinar pH 6,5 para o branco e pH 8,1 para a amostra.
O teor de glicerol livre contido na amostra é determinado pela seguinte
equacao (3.2):

9,209 M(V, — V)

Glicerol livre (%) =

(Equacéo 3.2)

Onde:

M = Molaridade da solugdo de NaOH (mol L™);

V; = volume da solu¢do de NaOH gasto na amostra (mL);

V, = volume da solu¢do de NaOH gasto no branco (mL);
m = massa de amostra utilizada (g).
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3.2.3.3 Determinacdo do teor de ésteres metilicos de acido graxo

A determinagdo do teor de ésteres foi feita por meio de
cromatografo de fase gasosa (GC) (Shimadzu 2010), com injetor
automatico (Split) e detector de ionizacéo de chama (FID). Utilizou-se a
coluna capilar Rtx-WAX 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm (Restek, n° de
série: 1208976) nas condicOes cromatograficas descritas pela norma EN
14103 (2003), do Comité Europeu para Padronizacdes. Sendo a
programacao de temperatura da coluna: 120°C por 1 min, seguido pelo
aumento de 15 °C/min até 180 °C por 2 min e 5 °C/min até 250 °C
permanecendo por 2 min. A temperatura do detector e injetor era de 250
°C, pressdo do gas de arraste (nitrogénio) de 80 kPa e o volume injetado
foide 1 pL.

Preparacdo das amostras

As amostras foram preparadas, transferindo-se 250 mg das
mesmas para um baldo volumétrico de 10 mL completando o volume até
0 menisco do mesmo com heptano. Apds, transferiu-se uma aliquota de
50 pL desta solug@o para um baldo volumétrico de 1 mL e adicionava-se
50 puL do padrio interno heptadecanoato de metila (C17:0) na
concentragdo de 5000 mg L™ e completava-se o volume com heptano.

Calculo do teor de ésteres

Apo6s a injecdo e analises dos cromatogramas gerados foi
determinada a porcentagem a conversao em ésteres pela Equacéo 3.3:

(ZA) - Api Cin

Teor de ésteres (%) = 2L100
eor de ésteres (%) 4, o
(Equacdo 3.3)
Onde:
YA = area total de picos entre os padrdes C14 e C24:1;
Api = éarea correspondente ao pico do padrdo interno,

heptadecanoato de metila;
Cpi = concentracdo da solucéo de padrdo interno heptadecanoato
de metila (mg/mL);
Vpi = volume da solugéo de padrdo interno adicionado & amostra;
m = massa, da amostra (mg).
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3.2.3.4 Determinagdo do teor de mono-, di- e triacilglicerdis

A determinacdo do teor de MAG, DAG, TAG nas amostras
coletadas foi realizada a fim de conhecer o comportamento da reagdo ao
final do tempo (MAG e DAG). As analises das amostras foram
realizadas em cromatografo gasoso (GC), — Shimadzu 2010, com injetor
automatico on-column e detector de ionizacao de chama (FID). Utilizou-
se a coluna capilar MTX®-5 (5% difenil, 95% dimetil polixiloxano) de
30m x 0,25mm x 0,1pum (RESTEK, n° de série: 1193990). As condi¢bes
de operacdo foram segundo a Norma n° 14105, do Comité Europeu para
Padronizacfes, sendo a programacdo de temperatura da coluna: 50°C
por 1min, seguido pelo aumento de 15°C/min até 180°C, 7°C/min até
230°C e 10°C/min até 380°C, permanecendo por 8min. A temperatura do
detector foi de 380°C, pressdo do gas de arraste (nitrogénio) de 80kPa e
o volume injetado foi de 1uL.

Preparacdo das Amostras

Na preparacdo das amostras reacionais para a analise
cromatografica foram pesadas 100 mg de cada amostra em baldo
volumétrico de 10 mL, ap6s foram adicionados 100 pL do derivatizante
MSTFA, seguido por vigorosa agitagdo da solugdo preparada e esta foi
deixada em temperatura ambiente por 15 min. Em seguida, o volume foi
aferido (10 mL) com heptano. As solugdes foram transferidas para vails
de 1,5 mL e levadas para analise em cromatdgrafo gasoso.

Determinacao dos teores de mono-, di- e triacilglicerdis

Para a quantificagdo dos produtos MAG, DAG e TAG,
utilizaram-se padrdes externos monooleina, dioleina e trioleina. Para a
construcdo das curvas de calibracdo preparou-se uma solucdo mée de
cada padrdo externo, e, a partir destas prepararam-se 8 solugdes de
calibracdo em diferentes concentracBes para os glicerideos, conforme a
Tabela 2.1. As condicdes de analise das solucdes de calibracdo e das
amostras foram realizadas segundo a Norma n° 14.105 (2001) do
Comité Europeu para Padronizagdes, porém, sem a utilizacdo de padrdes
internos conforme metodologia adaptada por Kriiger (2010). Nas
solucbes de calibracdo foi adicionado derivatizante MSTFA, o qual
transforma os glicérides em seus respectivos derivados volateis, para
gue possam ser quantificados por cromatografia gasosa. Apoés, a solucéo
foi agitada e deixada em temperatura ambiente por 15 min para que o
derivatizante agisse. Em seguida, aferiu-se o volume (10 mL) com
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heptano. As solugBes foram transferidas para vails de 1,5 mL e o
volume de 1pL injetado em cromatografo gasoso.

Tabela 3.1- Preparacdo das solucdes de calibracdo dos glicerideos.

Padréo externo Solugdes de calibragdo

1 2 3 4 5 6 7 8

Monooleina (mg/L) 1500 1000 500 300 100 50 40 20
Dioleina (mg/L) 1500 1000 700 400 150 100 80 50

Trioleina (mg/L) 2000 1500 1000 800 500 300 100 50

3.2.3.5 Avaliacéo das velocidades iniciais de reacdo de esterificacdo

Em cada do estudo cinético com os diferentes substratos
avaliados, foi verificada velocidade inicial de reacdo. O céalculo da
velocidade inicial de reacdo (r) foi realizado dividindo-se a variagdo de
conversdo a ésteres metilicos e etilicos num determinado tempo pela
variacdo do tempo na faixa linear da curva cinética, conforme Equacéo
4.4,

_dc
~dtyg

r

(Equacéo 4.4)

Onde:

r= velocidade inicial de reagdo (min™);

C= conversdo de ésteres etilicos/metilicos no tempo t (%, m/m
teor de ésteres);

CO= conversdo de ésteres etilicos/metilicos no tempo 0 (%, m/m
teor de ésteres);

t=tempo (min);

t0= tempo do inicio da reacdo (min).
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3.3 Resultado e Discussao

Esta se¢do apresenta os resultados alcangados na unidade piloto
industrial desenvolvida utilizando 6leo &cido residual e gordura acida
residual, e as lipases Eversa® transform e o desempenho de uma nova
lipase, a Eversa® Transform 2.0, a ser investigada e aplicada na
producdo de ésteres de acidos graxos.

3.3.1 Producéo de ésteres metilicos com 6leo &cido residual

Assim como no capitulo anterior, foi estudada a produgdo de
ésteres metilicos, porém agora em escala piloto, para acompanhar o
comportamento da reacdo mediante o escalonamento, avaliando a
possibilidade de producdo industrial. Como o intuito deste capitulo é
simular condi¢Bes industriais, foram escolhidos para o escalonamento
matérias-primas de baixo custo e alcool metilico, que tem menor custo
que o alcool etilico e é mais empregado em grande escala.

3.3.1.1 Caracterizacao do 6leo acido residual

Como anteriormente discutido no Capitulo 2, a matéria-prima
oleo acido residual, assim como muitos residuos, era muito heterogénea,
com isso foram realizadas analises a cada lote recebido. Neste capitulo
foram estudados apenas 2 lotes, distintos dos estudados no capitulo
anterior, os quais serdo identificados como lote 4 e 5. Na tabela 3.2
podemos observar os resultados das analises quimicas nos dois lotes de
matéria-prima estudados.

Tabela 3.2— Andlises realizadas nos lotes de 6leo acido residual utilizados
como matéria-prima na etapa de producao piloto de ésteres metilicos de
4cido graxo.

Lote 4 Lote 5
Teor de AGL (%) 71,64 87,42
Esteres (%) 0 0

Matéria ndo conhecida (%) 28,36 12,18




121

Como pode ser observado na Tabela 3.2, as matérias-primas
apresentam alto teor de AGL, superior aos lotes empregados
anteriormente, e auséncia de ésteres. Como ja discutido no Capitulo 2,
sabe-se que esta matéria-prima pode conter material ndo passivel de
conversdao a ésteres (sabfes), com isso, a fracdo de residuo ndo
identificada nas analises foi considerada como “matéria ndo conhecida”.
Baseado no alto teor de acidez das matérias-primas, optou-se por
acompanhar o processo de producdo de ésteres metilicos através do
consumo dos AGL na reacdo, ou seja, no menor teor de AGL
considerou-se o melhor tempo de reagéo.

3.3.1.2 Produgao de ésteres metilicos em escala piloto utilizando 6leo
cido residual

A fim de avaliar o comportamento das reacBes mediante a
escala piloto, foram realizadas cinéticas de até 16 horas, com ambos os
lotes de matéria-prima (lote 4 e 5). As condicBes do processo foram
baseadas nas melhores condi¢es encontradas no estudo em laboratério,
como exposto no Capitulo 2 (item 2.3.4.2). Assim, utilizou-se 6leo
acido residual (550 kg), 4gua (2%, m/m, em relacdo ao substrato), lipase
Eversa® Transform (0,7%, m/m, em relacdo ao substrato) e o alcool
metilico (razdo molar metanol/6leo 4,5:1), com temperatura ajustada
(35°C).

Devido ao salto na escala de producdo, é natural que possam
ocorrer algumas variagdes na producdo dos ésteres, como, por exemplo,
a diminuicdo da velocidade de reacdo o que faz com que a
transformacdo dos substratos ocorra de forma mais lenta, necessitando
alguns ajustes ao processo; baseado nisso, optou-se por aumentar a
razdo molar metanol/6leo na reacdo de 3,5:1 para 4,5:1, tentando
deslocar, assim, o equilibrio da reacdo pelo excesso de metanol e
também espagar a sua alimentagdo no meio reacional, de 6 para 8
fracbes. Em relacdo a quantidade de biocatalisador, lipase Eversa®
Transform, foi aumentado de 0,5% para 0,7% (m/m, em relacdo ao
substrato).

Na Figura 3.2 é possivel verificar o consumo de AGL através da
diminuicéo do teor de AGL, ao longo da cinética de producdo de ésteres
metilicos utilizando dois diferentes lotes de 6leo acido residual e lipase
Eversa® Transform em escala pitolo.
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Figura 3.2- Avaliacéo cinética de producéo de ésteres metilicos utilizando
6leo acido residual e &lcool metilico na razdo molar 6leo/alcool 4,5:1, 0,7%
de Eversa® Transform e 2% de agua, em escala piloto.
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Como pode ser observado na Figura 3.2, foram estudados dois
lotes de matérias-primas com distintos valores de AGL inicial, lote 4
(71,6% AGL) e lote 5 (87,8% AGL), possibilitando a analise do
comportamento da reacdo com distintos teores de acidez da matéria-
prima. Como esperado, observamos o rapido consumo dos AGL, onde
em 13 horas de reacéo, foram obtidos os valores de AGL 5,5 %, para o
lote 4, e de 5,3%, para o lote 5, a reacdo foi mantida até 16 horas.
Porém, apds 15 horas de reacdo, o teor de AGL de ambos os lotes
estagnou em 4,5%. Esses valores baixos de AGL ao final do tempo
reacional, bem como o perfil de sua cinética de consumo, evidenciam
alta conversdo do processo a ésteres metilicos, ja que, com a adicdo de
metanol e a lipase, o processo produz ésteres como produto. O processo
de esterificacdo ocorre pela presenca de um doador acil e um alcool de
cadeia curta, na presenca de um catalisador formando uma molécula de
éster e uma molécula de 4gua (CANET et al., 2016).

O tempo de reacdo foi maior do que o encontrado nos estudos
com 0 mesmo substrato realizado em laboratério, porém, como ja
citado, o processo, quando é escalonado, pode necessitar de alguns
ajustes, pelos desafios devido ao aumento de volume do processo.
Também, o0 maior tempo de reacdo necessario nesse caso pode ocorrer
em decorréncia da maior formagdo de dgua que ocorre em reagdes de
esterificacdo. A presenca de agua pode acarretar a diluigdo do meio
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reacional, tornando o processo mais lento, além de favorecer a hidrélise
dos ésteres formados. Torna-se necessario, assim, operagdes adicionais
para remoc¢do da &gua, subproduto da reacdo ou adicdo de excesso de
alcool ao processo, alterando, assim, o equilibrio da reacdo para maior
formagcdo de ésteres (SHIBASAKI-KITAKAWA et al., 2015).

Nielsen et al. (2016), que estudaram o reuso da lipase Eversa
Transform na transesterificacdo de 6leo de soja refinado com metanol,
afirmam que, como 0s avancos recentes na producdo desta enzima
reduziram o seu custo, a sua reutilizacdo torna-se desnecessaria, pois
uma Unica dosagem é economicamente viavel, também que um dnico
ciclo da lipase elimina o risco de acumular componentes secundarios da
esterificacdo do dleo que acaretam a reducdo da eficiéncia de separacdo
dos produtos finais e resulta em um processo mais simples e
reprodutivel.

Nie et al. (2015) estudaram em laboratério a producdo de
biodiesel a partir de 6leo de cozinha catalisada pela lipase imobilizada
produzida por Candidasp.99-125 com adicdo de ciclodextrina,
utilizando 0,4% da enzima, ciclodextrina/lipase 2:1 (m/ m), 2% de agua
(m/m em relacdo ao substrato) e velocidade de agitacdo de 180 rpm. O
metanol foi adicionado de forma fracionada em 30 vezes em 1/30 M
equivalente de hora em hora, obtendo o rendimento de 88% de ésteres,
conseguindo reproduzir o processo em escala industrial, com o0 mesmo
rendimento.

3.3.2 Producéo de ésteres metilicos utilizando com gordura residual

Para o enriquecimento do estudo da producdo de ésteres em
escala piloto, investigou-se o aproveitamento de outra matéria-prima de
baixo custo e aplicacdo de nova enzima livre ao processo. Com isso, foi
avaliada neste item a producdo de ésteres metilicos mediante a
utilizacdo de gordura residual como matéria-prima e das lipases
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0 como biocatalisadores.

3.3.2.1 Caracterizacao da gordura residual acida

Assim como o 6leo acido residual, primeiramente foram feitas
andlises da matéria-prima recebida, as quais podem ser observadas na
Tabela 3.3. No caso da gordura residual 4cida foi recebido apenas um
lote, 0 qual foi utilizado em todas as etapas do trabalho. Como pode ser
observado na Tabela 3.3, a matéria-prima apresenta baixo teor de AGL,
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auséncia de ésteres e alto teor de triacilglicerdis, constituindo uma 6tima
composi¢do para aproveitamento na producdo de biodiesel.

Tabela 3.3— Andlises realizadas no lote de gordura residual acida utilizada
como matéria-prima na etapa de producéo piloto quanto ao teor de AGL,
ésteres de acidos graxos e triacilglicerois.

Gordura Acida Residual

Teor de AGL (%) 3,2
Esteres (%) 0
Triacilglicerol (%) 96,8

3.3.2.2 Producéo de ésteres metilicos de &cidos graxos em escala
piloto utilizando gordura acida residual

Foi realizado estudo cinético em até 24 horas de reacdo, com
ambas as lipases estudadas, a fim de verificar o comportamento das
reacGes mediante a escala piloto. As condi¢fes do processo, assim como
as empregadas no estudo anterior utilizando 6leo &cido residual, foram:
gordura residual acida (550 kg), agua (2%, m/m, em relacdo ao
substrato). A lipase Eversa® Transform/Eversa® Transform 2.0 (0,7%,
m/m, em relacdo ao substrato) e o alcool metilico (razdo molar
metanol:gordura 4,5:1), alimentado em 8 fracGes iguais nas primeiras 8
horas de reagdo, com temperatura ajustada a 35°C para a Eversa®
Transform e 40°C para Eversa® Transform 2.0, conforme
recomendacdo do fabricante (NOVOZYMES, 2016). Nas figuras 3.3
podemos observar os resultados encontrados quanto ao teor de ésteres
metilicos, AGL, MAG, DAG e TAG, para os estudos utilizando gordura
acida e as lipases Eversa® Transform.

Na Figura 3.3, observamos o0 consumo do triacilgliceréis (TAG)
da gordura acida, juntamente com a formacdo majoritaria de ésteres
metilicos. O comportamento da reagdo o qual foi semelhante ao obtido
no estudo da producdo de ésteres metilicos com 6leo de soja (utilizando
0,5% de Eversa® Transform, item 2.3.1.3, capitulo 2,), esse resultado
era previsto, pois o 6leo de soja, assim como a gordura &cida, é
composto basicamente por TAGs. A velocidade inicial de reacdo foi
semelhante a encontrada com o estudo utilizando 6leo de soja, sendo
que a velocidade inicial da gordura 4cida foi de 0,192 min™, enquanto
no 6leo de soja 0,196 min™. A reagio teve seus melhores resultados em
24 horas de reacdo, 1,06 % de MAG, 1,74% de DAG, 0,46% de TAG,
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1,82% de AGL e 94,93% de ésteres metilicos, porém em 16 horas a
reacao ja apresentava excelentes valores de ésteres de 91,1%. Na Figura
3.4 é possivel observar os resultados quanto a producdo de ésteres
metilicos utilizando 0,7% de Eversa® Transform 2.0 e gordura residual
em escala piloto.

Figura 3.3- Avaliagdo cinética de producdo de ésteres metilicos de acido
graxo utilizando gordura acida residual e alcool metilico na razdo molar
6leo/alcool de 1:4,5, 0,7% de Eversa® Transform e 2% de agua, em escala
piloto.
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Figura 3.4- Avaliaco cinética da sintese de ésteres metilicos de acido
graxo utilizando gordura acida residual e alcool metilico na razéo
molar 6leo/metanol de 1:4,5, 0,7% de Eversa® Transform 2.0 e 2%
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Na Figura 3.4, os melhores resultados foram obtidos também
em 24 horas de reacdo, com 0,41 % de MAG, 0,85% de DAG, 0,6% de
TAG, 2,2% de AGL e 96% de ésteres metilicos. Porém, em 16 horas, a
reacdo ja apresentava valores excelentes de produtos com 0,41% de
MAG, 1,81% de DAG, 0,6% de TAG, 3,2% de AGL e 94,5% de ésteres
metilicos, resultados superiores que os encontrados na Figura 3.3,
utilizando a lipase Eversa® Transform. A velocidade inicial de reacédo
obtida foi de 0,195 min™, sendo semelhante & encontrada na Figura 3.3
(0,192 min™).

Por meio dos excelentes resultados apresentados pela Eversa
Transform 2.0 na producéo de ésteres metilicos e para que seu potencial
fosse mais bem explorado, uma vez que essa lipase ndo teve seu
comportamento estudado nesse trabalho, optamos por realizar uma
cinética diminuindo a concentracdo de lipase para 0,3% (m/m, em
relagdo ao substrato), mantendo as demais condicdes e concentragdes
dos substratos como nas reacGes anteriores. Na figura 3.5, podemos
observar 0s resultados quanto a producao de ésteres metilicos utilizando
0,3% de Eversa® Transform 2.0 e gordura residual acida em escala
piloto.

Figura 3.5 - Avaliacéo cinética da sintese de ésteres metilicos de acido graxo
utilizando gordura é&cida residual e alcool metilico na razdo molar
6leo/metanol 1:4,5, 0,3% de Eversa® Transform 2.0 e 2% de &gua, em
escala piloto.
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Na Figura 3.5, verificamos que mesmo pequenas concentragdes
(0,3%) da lipase Eversa® Transform 2.0 sdo suficientes para produzir
altos conteldos de produto. Em 16 horas, obtivemos 0,46 % de
monoacilgliceréis, 3,52% de diacilglicerois, 0,87% de triacilglicerdis,
0,8% de AGL e 94,1% de ésteres metilicos, praticamente 0s mesmos
valores alcangados com 0,7% de enzima (Figura 3.4). A velocidade
inicial de reacdo caiu para 0,168 min™, em comparacdo ao ensaio
anterior (0,195 min™), porém, esse resultado se deve & diminuicéo da
concentracdo da lipase, o que afeta a velocidade inicial da reacéo.

Park et al. (2008) investigaram a producdo de ésteres metilicos
de acido graxos a partir de residuos do refino de 6leos, em uma planta
piloto de 50 L utilizando 6leo diesel e querosene como solventes
organicos, a lipase de Candida cylindracea (1%) como catalisador,
alcangando o teor de FAME de 97%, em 12 h de reacdo a 25 °C e com
agitacdo de 30 rpm. Segundo Price et al. (2016), a partir da anélise de
dados de uma planta piloto de transesterificacdo do 6leo de cozinha
usado utilizando a lipase NS40116, observo-se que a produgdo com uma
dosagem da lipase 0,1%, m/m de 0leo, viabilizaria comercialmente a
producdo de biodiesel enzimatico em escala industrial. Ou seja, 0
emprego de lipases em escala industrial ganha cada vez espaco e
relevancia como uma alternativa vidvel economicamente.

3.4 Consideragdes Finais

A aplicacdo do 6leo acido residual em escala piloto para a
producdo de ésteres metilicos utilizando a lipase Eversa® Transform,
apresentou seus melhores resultados, para ambos os lotes de matéria-
prima, em 13 horas de reagdo com os valores de AGL de 5,5% para o
lote 4 e de 5,3% para o lote 5. Nas condicfes reacionais: dleo acido
residual (550 kg), agua (2%, m/m, em relacdo ao substrato), lipase
Eversa® Transform (0,7%, m/m, em relacdo ao substrato) e o alcool
metilico (razdo molar metanol/6leo de 4,5:1), com temperatura ajustada
(35°C).

Em relagdo & gordura é&cida residual quando se utilizou o
biocatalizador, Eversa® Transform, nas mesmas condigdes reacionais
dos testes com ¢6leo Acido residual: agua (2%, m/m, em relacdo ao
substrato), lipase Eversa® Transform (0,7%, m/m, em relacdo ao
substrato) e o alcool metilico (razdo molar metanol/gordura 4,5:1), em
35 »C. Os melhores resultados foram obtidos em 24 horas de reagcdo com
94,93% de ésteres metilicos. JA com a gordura 4cida residual, porém
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catalisada pela lipase Eversa® Transform 2.0, as melhores condiges
foram obtidas com: agua (2%, m/m, em relacdo ao substrato), lipase
Eversa® Transform 2.0 (0,3%, m/m, em relacéo ao substrato) e o alcool
metilico (razdo molar metanol/dleo 4,5:1) em 40°C, resultando em
94,1% ésteres metilicos em 16 horas de reag&o.

Os resultados apresentados neste capitulo utilizando as
matérias-primas de reuso, acido graxo residual e gordura acida residual
para producdo de ésteres metilicos de acidos graxos com as diferentes
lipases, Eversa Transform e Eversa Transform 2.0, demonstraram a
versatilidade dessas lipases mediante o escalonamento do processo,
demonstrando que é possivel a reproducdo dos resultados encontrados
em laboratdrio em escala industrial sem grandes modificagdes no
processo.
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Capitulo 1V

IMOBILIZACAO DAS LIPASES EVERSA® TRANSFORM  E
EVERSA® TRANSFORM 2.0 EM SUPORTES HIDROFOBICOS

A partir dos resultados encontrados nos dois Ultimos capitulos
referentes ao delineamento do processo para a produgdo enzimatica de
ésteres de acido graxo utilizando lipases em sua forma livre, este
capitulo traz uma nova abordagem: o estudo da imobilizacdo das lipases
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0 em diferentes matrizes
hidrofdbicas, revestidas ou ndo com polimeros idnicos polietilenoimina
(PEI) e &cido poliacrilico (PAA), avaliando seu comportamento em
meio com e livre de solventes organicos, buscando maximizar a
producdo dos compostos de interesse, ésteres etilicos e metilicos de
acidos graxos.

Cabe salientar que esta etapa do trabalho foi desenvolvida
durante o doutorado sanduiche, realizado no Instituto de Investigacion
en Ciencias de la Alimentacion - CIAL, Madri/ES, entre 0os meses de
setembro de 2015 a junho de 2016, sob supervisdo e orientacdo da Dr2

Gloria Lorente Fernandez.
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4.1 Introducéo

As lipases, triacilglicerol acil-hidrolase, EC 3.1.1.3, catalisam
principalmente a hidrdlise de triacilglicer6is em &cidos graxos livres,
mono- e diacilglicer6is e glicerol, mas a sua natureza versatil lhes
permite catalisar a hidrélise de uma variedade de outros ésteres, bem
como a formagdo destes (TANASKOVIC et al, 2017). O uso das
lipases na conversdo enzimatica de dleos para biodiesel é de grande
valia, devido a sua alta eficiéncia, seletividade e pela producdo de um
produto altamente puro (AKOH et al., 2007, KAREEM et al., 2016). No
entanto, a aplicacdo industrial de lipases livres é geralmente dificultada
pela sua facil desnaturacdo, baixa estabilidade operacional e
dificuldades no reuso (GAO et al., 2017; LI et al., 2013; GARCIA et al.,
2011; HARTMANN e JUNG, 2010; ZAKS e KLIBANOQV, 1984). A
imobilizacdo enzimatica pode ser a chave para superar estas
deficiéncias, por meio dela é possivel o aumento da estabilidade da
lipase, a facil separacdo entre biocatalisador e mistura reacional
formada, além da possibilidade de aplicacdo desses biocatalisadores
numa ampla variedade de reatores (IDRIS e BUKHARI, 2012).

No caso das lipases, 0 método de imobilizagdo mais popular
€ baseado na adsorcdo fisica em suportes hidrofobicos sob condigtes
suaves (baixa forca idnica e pH neutro) (VESCOVI et al., 2016,
FERNANDEZ-LORENTE et al, 2008; LIMA et al, 2013,
FERNANDEZ-LAFUENTE et al., 1998). A imobilizacdo de lipases em
suportes hidrofobicos é uma técnica que tem muitas vantagens: é muito
simples e em apenas um passo promove a purificacdo, imobilizacéo,
estabilizagio e hiperativacio da maioria das lipases (VIRGEN-ORTIZ
et al., 2016; ADLERCREUTZ 2013; LEE et al., 2009; BLANCO et al.
2004; BASTIDA 1998). Estas enzimas sdo imobilizadas por interagdo
reversivel das areas hidrofébicas da lipase, regido do seu centro ativo,
com a superficie do suporte hidrofébico (BASSI et al., 2006). No
mecanismo de ativacdo interfacial, a lipase, na presenca de uma
superficie hidrofobica, se adsorve sobre ela, fixando uma nova estrutura
chamada “aberta”, onde o centro ativo estd totalmente exposto. Sendo
assim, as lipases sdo capazes de hidrolisar gotas de 6leos (MANOEL et
al., 2015; SCHMID e VERGER 1998, CAMBILLAU et al., 1996,
VERGER 1997).

No entanto, este método tem uma limitacdo importante: as
moléculas de lipase podem ser libertadas do suporte por incubacdo a
altas temperaturas ou na presenca de meios organicos (FERNANDEZ-
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LOPEZ et al., 2016; HIRATA et al., 2016, FERNADEZ-LORENTE et
al., 2011). Para ultrapassar esta desvantagem, uma alternativa é a
utilizacdo de polimeros idnicos no revestimento das enzimas
imobilizadas. A poli etilenimina (PEI) é o polimero ibnico mais
estudado como ferramenta na melhora da estabilidade enzimatica
(FERNANDEZ-LOPES et al., 2016; RODRIGUES et al. 2014;
PESSELA et al., 2003; TORRES et al., 2002; MATEO et al., 2000)
inclusive em lipases imobilizadas (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2016;
VESCOVI et al.,, 2016; MORENO-PEREZ 2013). Outro polimero
ibnico para esse fim é o 4cido poliacrilico (PAA), que também atua na
melhora da establilidade das enzimas imobilizadas (RICCARDI et al.,
2016; RICCARDI et al., 2014; MUDHIVARTHI et al., 2012), porém,
sua aplicacdo em lipases imobilizadas é algo novo.

Tanto a PEI quanto o PAA sdo polimeros altamente
hidrofilicos, que atuam a fim de aprisionar as enzimas imobilizadas ao
suporte, sem que haja a necessidade de alguma modificacdo superficial
do suporte (RICCARDI et al., 2014). Consequentemente, ocorre o
aumento da estabilidade enzimatica por meio da prevencao de distor¢bes
na estrutura das enzimas, impedindo a exposicdo dos grupos
hidrofobicos da enzima, também reduzindo a entropia conformacional
da cadeia polipeptidica (RICCARDI et al., 2016; MORENO-PEREZ et
al., 2016).

A partir do exposto, neste capitulo do trabalho, propfs-se a
imobilizacdo de duas lipases Eversa Transform e Eversa Transform 2.0
em diferentes suportes hidrofobicos (Sepabeads-C18, Lewatit 1600,
Purolite-C18, Purolite Divinyl) para estudo da producdo de ésteres
metilicos e etilicos de acido graxo a partir de 6leo de girassol alto
oleico. Primeiramente, realizaram-se os estudos em meio reacional com
solvente organico, referentes a estabilidade em solvente organico
(hexano) das enzimas imobilizadas revestidas ou ndo com PElI, efeito da
razdo molar dos substratos (alcool/6leo de girassol) na producdo de
ésteres etilicos e metilicos com suporte Sepabeads-C18; a estabilidade
aos substratos com derivados produzidos com o suporte Sepabeads-C18
modificados com os polimeros idnicos: polietilenoimina (PEI)
combinado com &cido poliacrilico (PAA) e, por fim, foram avaliados os
ciclos de uso das lipases imobilizadas em Sepabeads-C18 na producéo
de ésteres etilicos de &cidos graxos. Apés, avaliou-se as lipases Eversa®
Transform e Eversa® Transform 2.0 imobilizadas em Sepabeads-C18
em meio livre de solvente organico, quanto ao efeito da razdo molar dos
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substratos (alcool/6leo de girassol) na producdo de ésteres etilicos e
metilicos e também os ciclos de uso das lipases imobilizadas em
Sepabeads-C18 na producéo de ésteres etilicos de &cidos graxos.

4.2 Material e Métodos

Nesta se¢do, serdo descritos os materiais e métodos utilizados
na caracterizacdo e imobilizacdo das lipases livres Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0, também a producdo de ésteres de &cido graxo
em meio com e livre de solventes organicos, quantificacdo dos produtos
de interesse e estudo dos ciclos de uso dos derivados que se destacaram
frente a estabilidade aos substratos e as cinéticas para producdo de
ésteres etilicos e ésteres metilicos obtidos nas reacdes de
transesterificacéo.

4.2.1 Material

Enzimas
Eversa Transform - Lipase solGvel produzida e gentilmente cedida pela
Novozymes® (Dinamarca).

Eversa Transform 2.0 - Lipase solGvel produzida e gentilmente cedida
pela Novozymes® (Dinamarca) produzida pelo micro-organimo
Aspergillus oryzae modificado geneticamente (Novozymes, 2016).

Reagentes
Fosfato de s6dio monobéasico monoidratado (98%, Sigma Aldrich);
Reagente de Bradford 1-1, 400 ug/mL de proteina (Sigma Aldrich);
Polietilenimina 25000 MW (Branched);
Acido Poli-acrilico, 50%, 5000 MW (Acros Organics);
Visking Dialysis Tubing, 12-1400 Da (Medicell membranes);
Butirato de p-nitrofenil (98%, Sigma Aldrich);

Acetonitrila, grau HPLC (99,9%, Sigma Aldrich);
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Hexano, grau HPLC (99,9%, Merk);

2-propanol (99,5%, Sigma Aldrich).

Substratos
Oleo de girassol alto oléico 80% (Sur-Coosur S);

Alcool etilico PA (99,9%, Merk);

Alcool metilico (99,9%, Merk).

Suportes para imobilizagéo
Purolite-C18 ECR8804F Octadecyl acrylate (LifeTech, Purolite);

Purolite ECR1061 DVB Divinyl (LifeTech, Purolite);
Sepabeads-C18 doados por Resindion S.R.L;
Lewatit VP OC 1600 (Bayer, Leverkusen, Alemanha).

Padrdes quimicos

- Monoacilglicerois: 1-oleoyl-rac-glycerol (97%, Sigma Aldrich);

-Diacilglicerois: 1,2-dioleoyl-rac-glycerol (97%, Sigma Aldrich);

- Esteres etilico/metilicos: ethyl oleate (98%, Sigma Aldrich);

- Triacilglicerois: Oleo de girassol alto oléico 80%, (Sur-Coosur
S).

4.2.2 Procedimentos Experimentais

Estdo descritos aqui 0s passos realizados para as etapas de
caracterizacdo das lipases livres Eversa Transform e Eversa Transform
2.0, imobilizacdo em diferentes suportes hidrofébicos, estudo da
estabilidade dos derivados por meio da modificacdo desses com o uso de
polimeros i6nicos (PEIl e PAA), avaliacdo do efeito da razdo molar de
etanol/metanol/6leo em reacdes de transesterificacdo de dleo de girassol
e no estudo do reciclo das lipases imobilizadas para a producdo de
ésteres de acido graxo na presenca e livre de solventes organicos.
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4.2.2.1 Caracterizacéo das lipases livres Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0

Teor de Proteina

A quantificacdo do teor de proteina nas lipases livres foi
realizada pelo método de Bradford (BRADFORD, 1976) utilizando a
curva padrdo, construida a partir de diferentes concentracBes de
albumina de soro bovino: y=0,4037x+0,03 (mg/mL). As leituras das
amostras foram realizadas em espectrofotdmetro 595 nm, ap6s 10 min
da adico de 0,02 mL de amostra e 2 mL do reagente de Bradford.

Eletroforese em gel SDS-PAGE

A eletroforese SDS-PAGE foi realizada de acordo o método de
Laemmli (1970) em uma unidade de eletroforese SE 250-Mighty Small
Il (Hoefer Co.) utilizando gel de poliacrilamida 12% (m/m) para a
separacdo e gel de concentracdo de 5% (m/m) de poliacrilamida. As
lipases, Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0, foram
desnaturadas por aquecimento na presenca de SDS e B-mercaptoetanol.
O gel foi corado com solucéo corante azul de Coomassie 0,25% (m/m) e
descorados com uma solucéo 50% de &gua destilada, 43% de metanol e
7% de acido acetico. O padrdo de alta e baixa massa molar utilizado foi
Bio-Rad (10-250 kDa).

4.2.2.2 Imobilizacao em diferentes suportes hidrofébicos

4.2.2.2.1 Imobilizacéo das lipases Eversa® Transform e Eversa®
Trasnform 2.0

A adsorcdo da lipase aos suportes hidrofébico estudados
(Sepabeads, Lewatit, Purolite Octadecyl e Purolite Divinyl) ocorreu por
meio da diluicdo da lipase em tamp&o fosfato de sédio 5 mM pH 7,0 &
25 °C (BASTIDA et al., 1998). Onde a atividade do sobrenadante foi
verificada antes e ao longo da imobilizacdo pelo método pNPB, até
maxima imobilizagdo (determinada quando a atividade enziméatica do
sobrenadante permaneceu constante). Ao final da imobilizacdo, a
suspensao foi filtrada, o suporte recuperado e submetido a secagem com
acetona. A carga enzimatica utilizada nos ensaio foi de 20 mg de
proteina por g suporte. O rendimento de imobilizacdo no derivado foi
calculado pela diferenca entre a atividade inicial do sobrenadante, carga
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enzimatica oferecida ao suporte para a imobilizacdo, e a atividade
enzimatica do sobrenadante no final do tempo de imobilizacdo sobre a
atividade inicial do sobrenadante.

Atividade lipolitica utilizando p-nitrofenil butirato (pNPB)

A atividade enzimatica para o acompanhamento da
imobilizacdo foi determinada por meio da medicdo de absorvancia a 348
nm (e= 5.150 M cm™) produzida pela medida de p-nitrofenol (pNP) na
hidrolise de 0,5 mM de pNPB em tampao fosfato de sodio 25 mM pH 7
e 25 °C (LORENTE, et al., 2007). A reacdo foi iniciada com 0,02 mL de
suspensdo de lipase juntamente com 0,02 mL de pNPB e 2,5 ml de
tampdo 25 mM. Uma unidade de atividade foi definida como a
quantidade de enzima necesséaria para hidrolisar 1 umol de pNPB por
minuto.

Secagem das lipases imobilizadas e dos reagentes

Os solventes organicos foram secos por incubacdo durante a
noite, na presenca do excesso de peneiras moleculares secas (500 g/L
solvente). Para a secagem das lipases imobilizadas utilizou-se 5 g de
cada lipase, que foram filtrados e lavados com 50 mL de solu¢Bes com
diferentes concentracdes de acetona, 20%, 40%, 60%, 80% e 100% a 25
°C. Deste modo, a agua que preenchia os poros dos derivados foi
dissolvida e diluida no solvente organico, assim expulsa do suporte.

4.2.2.2.2 Modificagdo das lipases imobilizadas com polietileno imina

Buscando melhorar a estabilidade e seletividade das lipases
imobilizadas frente aos substratos e condi¢des reacionais trabalhadas, as
enzimas imobilizadas foram recobertas com polietilenoimina (PEI). Os
derivados imobilizados foram incubados em uma solucdo de 2,5% de
polietilenimina (25.000 MM) em tampéo fosfato de sédio 25 mM pH
7,0 (Guisan et al., 2001). Apos 4 horas, o suporte foi filtrado, lavado
com tampao fosfato 25 mM e seco.

4.2.2.2.3 Modificacao das lipases imobilizadas em Sepabeads-C18
com polietilenimina combinada com &cido poliacrilico

Para a melhora da estabilidade e seletividade nas enzimas
imobilizadas, foi estudado o recobrimento dos suportes com
polietilenoimina (PEI) e acido poliacrilico (PAA). Para isso, a solucdo
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de 2,5% de polietilenimina (25.000 Da MW) em tampdo fosfato de
sodio 25 mM pH 7,0 recebeu 0,001% (m/v) de PA e, apo6s, foi
submetido a dialise em solugdo tampao fosfato de sodio 25 mM, pH 7,0,
por 24 h. Apds, os derivados imobilizados foram incubados na solugédo
de PEI com PA 0,001% (1 g de suporte/20 ml solugcdo PEI com PA)
agitados em agitador de tubos por 3 horas, filtrados e secos (MORENO-
PEREZ et al., 2016).

4.2.2.3 Sintese de ésteres em meio com solvente
4.2.2.3.1 Sintese de ésteres etilicos e metilicos em solvente organico

As enzimas Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0
imobilizadas nos distintos suportes foram testadas na producdo dos
ésteres etilicos e metilicos. Para isto 0,3 g de enzima imobilizada foi
adicionado em uma solucdo contendo os substratos dleo de girassol alto
oléico (6leo de girassol com 80% de oléico), alcool, 4,1 mL de hexano e
0,2 g de peneira molecular (3 A) (de modo a manter baixos os valores de
atividade da agua), incubados a 40 °C, 150 rpm em agitador orbital
(MORENO-PEREZ et al., 2013). Onde as reacdes realizadas com alcool
metilico foram estudadas as razdes molares metanol:6leo de 12,5:1, 6:1
e 4:1, e com alcool etilico as razdes molares etanol:6leo de 8,5:1 e 4:1
foram avaliadas. A massa molar 839 g/mol utilizada para os calculos das
razbes molares entre os substratos foi calculada de acordo com a
composicdo de acidos graxos do 6leo de girassol alto oleico: 85% de
acido oleico, 10% de éacido palmitico e 5% de acido linoleico. O
acompanhamento da reacdo de transesterificacdo foi feito por HPLC
(cromatografia liquida de alta eficiéncia), onde o meio reacional foi
regularmente analisado por meio da diluicdo de 0,1 mL da amostra
reacional em 0,9 mL de 2-propanol/hexano na proporcéo 5:4 (viv). A
determinacdo da atividade lipolitica das lipases imobilizadas foi obtida
pela Equacdo 4.1, onde uma unidade de atividade (U/g) foi definida
como a quantidade de enzima que conduz ao consumo de 1 umol de
acido oleico em 1 min.

Atividade lipase (U/g) = (1880 E/lOO) /Smt
(Equacéo 4.1)

Onde:
1880* = Maxima producdo de ésteres etilicos da reacdo (umol);
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E = Teor de ésteres na reacao (%);

S= Concentragdo de enzima imobilizada no suporte (g proteina/g
suporte);

m= Massa utilizada na reacéo (g);

t= Tempo de reacdo (min).

*Valor calculado considerando a reacdo completa de 0,549 g de
6leo de girassol alto oleico com 0,09 g de &lcool etilico utilizando a
massa molar media dos ésteres produzidos de 307,81 g/mol.

4.2.2.3.2 Estabilidade das lipase Eversa Transform e Eversa
Transform 2.0

Estabilidade a hexano

A lipase imobilizada seca (0,3 g) e 4,1 mL de hexano foram
incubados a temperatura de 40 °C por até 6 dias. Aos dias 0, 2 e 6
adicionou-se ao catalisador incubado nas condigdes de inativacdo, 0s
substratos na razdo molar etanol/dleo de 12,5:1 e 0,2 g de peneira
molecular (3 A) e iniciou-se a reacéo de transesterificacao.

Estabilidade a 6leo de girassol

0,3 g de lipase imobilizada seca e 4,1 mL de hexano,
juntamente com o6leo de girassol foram incubados a temperatura de 40
°C por 7 dias. Aos dias 0 e 7 adicionaram-se ao catalisador incubado nas
condigdes de inativagdo, o substrato alcool etilico na razdo molar de
etanol/6leo de 4:1 e 0,2 g de peneira molecular (3 A) e iniciou-se a
reacdo de transesterificagdo.

Estabilidade a etanol

0,3 g de lipase imobilizada seca, 4,1 mL de hexano e o etanol
foram incubados a temperatura de 40 °C por 7 dias. Aos dias 0 e 7
adicionaram-se ao catalisador incubado nas condigdes de inativagdo, o
substrato dleo de girassol na razdo molar etanol/6leo de 4:1 e 0,2 g de
peneira molecular (3 A) e iniciou-se a reagio de transesterificago.

Estabilidade a metanol

0,3 g de lipase imobilizada seca, 4,1 mL hexano e o metanol
foram incubados a temperatura de 40 ° C por 7 dias. Aos dias 0 e 7
adicionaram-se ao catalisador incubado nas condi¢des de inativagdo, o
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substrato 6leo de girassol na razdo molar metanol/dleo de 4:1 e 0,2 g de
peneira molecular (3 A) e iniciou-se a reagdo de transesterificacio para
verificacdo da capacidade de transesterificacéo.

4.2.2.3.2 Ciclos de uso dos derivados em meio com solvente organico

Os ciclos de uso foram realizados utilizando as lipases
imobilizadas Eversa® Transform 2.0, nas condi¢fes: 0,3 g de lipase
imobilizada, razdo molar etanol/6leo de 4:1, 4,1 mL de hexano e 0,2 g
de peneira molecular (3 A), incubados a 40 °C, 150 rpm em agitador
orbital. Ao final do tempo de reacdo, as lipases foram lavadas com
hexano, e uma nova reacao teve inicio, assim por sucessivos ciclos até
que a producéo de ésteres diminuisse consideravelmente.

4.2.2.4 Sintese de ésteres em meio livre de solvente organico

4.2.2.4.1 Sintese de ésteres etilicos e metilicos em meio livre de
solvente organico

As enzimas Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0
imobilizadas no suporte Sepabeads-C18 foram testadas na producéo dos
ésteres etilicos e metilicos. Para isto, 0,5 g de lipase imobilizada seca
foram adicionadas em uma solugdo contendo os substratos oleo de
girassol (6leo de girassol alto oleico, 80% &cido oleico) e alcool com 0,2
g de peneira molecular (3 A), incubados a 40 °C, 150 rpm em agitador
orbital (MORENO-PEREZ et al., 2013). Onde nas reacGes realizadas
com &lcool metilico foram estudadas as razdes molares metanol/6leo de
11:1, 5:1 e 3,5:1 e com alcool etilico as razdes molares etanol/dleo de
4:1 e 3,25:1. A massa molar 839 g/mol utilizada para os calculos das
razbes molares entre os substratos foi calculada de acordo com a
composicdo de acidos graxos do 6leo de girassol alto oleico: 85% de
acido oleico, 10% de éacido palmitico e 5% de acido linoleico. O
acompanhamento da reacdo de transesterificacdo foi feito por HPLC,
onde o meio reacional foi regularmente analisado por meio da diluicdo
de 0,1 mL da amostra reacional em 1,9 mL de 2-propanol/hexano na
proporcao de 5:4 (v/v) (item 4.2.3.1).
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4.2.2.4.2 Ciclos de uso dos derivados em meio livre de solvente
organico

Os ciclos de uso foram realizados utilizando as lipases
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0 imobilizadas em
Sepabeads-C18, nas condic@es: 0,5 g de lipase imobilizada razdo molar
etanol/6leo de 3,25:1, 0,2 g de peneira molecular (3 A), incubados a 40
°C e 150 rpm em agitador orbital por 3 horas. Ao final do tempo de
reacdo, 0 meio reacional foi recolhido e analisado em HPLC, as lipases
imobilizadas foram lavadas com 20 ml de hexano, filtradas e uma nova
reacao iniciou-se, assim por sucessivos ciclos até que a producdo de
ésteres diminuisse consideravelmente.

4.2.3 Métodos Analiticos
4.2.3.1 Determinacao do teor de ésteres, mono-, di- e triacilglicerdis

A quantificagdo dos produtos de reacdo: ésteres, MAG, DAG e
TAG, foi realizada por HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia)
utilizando RPHPLC (Spectra Physic SP 100 acoplado com detector UV
Spectra Physic SP 8450) e coluna C18 (Ultrabase-C8, 150 x 4.6 mm,
5um). A deteccdo em UV foi realizada em 215 nm. Foram injetados 10
uL de amostra diluidas em 2-propanol/hexano na proporgao de 5:4 (v/v)
numa vazdo de 1 ml/min da fase mdvel. A temperatura da coluna foi
mantida constante a 40 °C. O reservatério A continha agua mili-g, o
reservatorio B acetonitrila e o reservatdrio C 2-propanol/hexano 5:4
(v/v). Foi utilizado um gradiente ternario de 25 min, com dois passos de
gradiente linear: 30% de A + 70% B em 0 min, 100% de B em 10 min,
50% de B + 50% de C em 20 min, seguido por eluicdo isocratica com
50% B + 50% C durante os ultimos 5 min. As porcentagens de cada
composto foram calculadas com base nas areas dos picos dos padrdes
analisados 1-oleoyl-rac-glycerol (MAG) (tempo de rentencdo (RT) de
7,4 min), 1,2-dioleoyl-rac-glycerol (DAG) (RT de 15,8 min), ethyl
oleate (ésteres) (RT de 12,2 min) e 6leo de girassol (TAG) (RT de 21,6
min) (HOLCAPEK, et al., 1999).
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4.3 Resultados e Discussao

Nesta secdo, serdo apresentados os resultados e a discussdo
referente as etapas caracterizacdo das lipases livres estudadas,
imobilizacdo dessas em diferentes suportes e desempenho dos derivados
produzidos frente a estabilidade em substratos e solvente organico e a
ciclos de uso em reacdes de transesterificacdo em meio com e livre de
solvente orgénico, com o objetivo de investigar as melhores rotas de
producdo dos substratos de interesse, ésteres etilicos e metilicos.

4.3.1 Caracterizacdo das lipases livres Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0

As lipases livres Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0
foram submetidas a SDS-eletroforese, Figura 4.1, onde para ambas as
solucbes enzimaticas foram feitas duas diluicdes a primeira de 1:150
(v/v) e a segunda de 1:100 (v/v).

Figura 4.1- SDS-PAGE. A: Marcador de pesos molecular. B: Extrato
enzimatico Eversa® Transform em diferentes diluicdes. C: Extrato
enzimético Eversa® Transform 2.0 em diferentes diluigdes.
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Na Figura 4.1, observamos que ambas as lipases apresentam
apenas uma banda de proteina, demonstrando que a solucdo enzimaética
ndo é composta por uma mistura de proteinas e também que as enzimas
tém massa molecular préximas a 30 KDa, dado que suas bandas
correspondentes foram observadas proximas & do padrdo de anidrase



141

carbénica (30 KDa). A semelhanca das lipases perante eletrofose pode
indicar que as duas lipases sejam produzidas pelo mesmo micro-
organismo, porém, mesmo que isso se confirme em trabalhos futuros,
ndo significa que a composi¢do da solugdo aquosa de ambas seja igual,
nem de que estdo na mesma concentracdo nas respectivas solucdes (mg
proteina/mL) e nem que 0 micro-organismo de ambas tenham as
mesmas modificacfes genéticas.

Também, as lipases foram analisadas quanto ao teor de proteina
pelo método de Bradford e os resultados indicaram que a enzima
Eversa® Transform continha em sua formula¢do de 29,9 mg/mL de
proteina total enquanto a enzima Eversa® Transform 2.0 de 41mg/ml de
proteina total, esses valores sdo importantes e fundamentais para 0s
calculos de imobilizacdo, evitando a saturacdo do suporte, quando a
carga de proteina oferecida ao suporte é muito alta, e evitando também a
baixa atividade enzimatica do derivado quando a carga de proteina
oferecida ao suporte é insuficiente.

4.3.2 Sintese de ésteres em reacGes de transesterificacdo com
solvente organico

4.3.2.1 Producao de ésteres etilicos em meio com solvente orgéanico
utilizando as lipases imobilizadas em distintos suportes hidrofébicos

Estudou-se a transerterificacdo enzimética do Oleo de
girassol com etanol em meios anidros, com intuito de produzir ésteres
de etil oleato utilizando as lipases comerciais Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0. Para isto, as lipases foram imobilizadas por
adsorcdo hidrofébica interfacial em 4 suportes hidrofébicos com
distintas caracteristicas morfologicas, Sepabeads-C18, Lewatit 1600,
Purolite octadecyl (Purolite-C18) e Purolite divinyl (Purolite DV).

Os derivados produzidos foram testados nas condigdes de
reacdo: 0,3 g de lipase imobilizada, 4,1 ml de hexano, razdo molar
etanol/éleo de girassol de 8,5:1, 0,2 g peneira molecular incubados a 40
°C sob agitacdo orbital de 150 rpm em 24 horas de reagdo. Os resultados
guanto a producéo de ésteres etilicos (FAEE), monoacilgliceréis (MAG)
e diacilglicerois (DAG) utilizando a enzima Eversa® Transform podem
ser vistos na Figura 4.2 e a producdo utilizando a Eversa® Transform
2.0, na Figura 4.3.
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Figura 4.2- Sintese de ésteres etilicos a partir da lipase Eversa® Transform
imobilizada em diferentes suportes utilizando 0,3 g de lipase imobilizada,
4,1 ml de hexano e razdo molar etanol/é6leo de girassol de 8,5:1, em 24 horas
de reacéo.
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Figura 4.3- Sintese de ésteres etilicos a partir da lipase Eversa® Transform
2.0 imobilizada em diferentes suportes utilizando 0,3 g de lipase
imobilizada, 4,1 ml de hexano e razdo molar etanol/6leo de girassol de
8,5:1, em 24 horas de reag&o.
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O valor de TAG ndo esta presente nas Figuras 4.2 e 4.3 porque
esse insignificante em todas as amostras analisadas. A concentracdo de
proteinas oferecidas aos distintos suportes foi de 20 mg proteina/g
suporte e a média de lipase imobilizada ao suporte teve rendimentos
superiores a 95%, em comparacdo com a atividade enzimatica inicial
oferecida. Segundo as Figuras 4.2 e 4.3 as maiores producdes de ésteres
etilicos e menores conteido de MAG e DAG foram observadas nas
lipases imobilizadas na matrix Sepabeads-C18. Os demais imobilizados
também apresentaram contelido relevante de ésteres etilicos, com isso
foram calculadas as atividades (U/g) das lipases imobilizadas nas
reacdes de transesterificacdo, observadas na Tabela 4.1 para a Eversa®
Transform e na Tabela 4.2 para a Eversa® Transform 2.0.

Tabela 4.1- Atividade lipolitica referente a sintese de ésteres etilicos a partir
da lipase Eversa® Transform imobilizada em diferentes suportes utilizando
0,3 g de lipase imobilizada, 4,1 ml de hexano e razdo molar etanol/dleo de
girassol de 8,5:1, em 24 horas de reacao.

Suporte Atividade (U/g prot.) Teor FAEE (%)
Sepabeads-C18 801,46 99,5
Lewatit 589,96 69,4
Purolite-C18 694,24 81,6
Purolite DV 638,39 75,1

Tabela 4.2- Atividade lipolitica referente a sintese de ésteres etilicos a partir
da lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em diferentes suportes
utilizando 0,3 g de lipase imobilizada, 4,1 ml de hexano e razdo molar
etanol/éleo de girassol de 8,5:1, 0, em 24 horas de reacao.

Suporte Atividade (U/g prot.) Teor FAEE (%)
Sepabeads-C18 806,49 99,7
Lewatit 625,19 735
Purolite-C18 679,46 79,9

Purolite DV 589,63 69,3
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As Tabelas 4.1 e 4.2 confirmam que as lipases
imobilizadas que obtiveram melhor desempenho nas reacbes de
transesterificacdo de 6leo de girassol foram, para ambos os casos, as
imobilizadas com o suporte Sepabeads-C18. Este apresentou, para a
lipase Eversa® Transform, 99,5% FAEE e atividade de 801,46 U/g e,
para a lipase Eversa® Transform 2.0, o contetido de 99,7% de FAEE e
806,49 U/g de atividade enzimdtica, 0s maiores em comparagao com 0s
outros derivados. A partir desses resultados, fica evidente que a
morfologia do suporte onde se imobiliza a lipase é determinante para a
reacdo, ndo tanto para a atividade da lipase na reacdo que em todos 0s
casos esta entre 580-800 U/g de prot. (Tabela 4.1 e 4.2), mas sim para a
seletividade da enzima. Se observarmos as Figuras 4.2 e 4.3, cada matriz
apresentou uma seletividade distinta, dando lugar a formacdo de MAG e
DAG junto com os ésteres etilicos, enquanto que para ambas as enzimas
imobilizadas na matrix Sepabeads-C18 a producdo foi basicamente de
ésteres etilicos.

4.3.2.2 Sintese de ésteres etilicos e estabilidade a solvente organico
utilizando diferentes suportes hidrofébicos recobertos com PEI

O uso de polimeros ibnicos como PEI é uma forma de
enriquecer superficies enzimaticas com grupos de aminas primarias que
se ligam por adsorcéao i6nica aos grupos carboxil ionizados das enzimas
(residuos Asp + Glu) (MORENO-PEREZ et al., 2016). Com a adsor¢do
ibnica desses grupos em maltiplos pontos, os derivados tornam-se muito
estaveis (GUISAN et al., 2001). Assim, a PEI pode atuar no aumento de
resisténcia mecénica, na melhora da atividade enzimética e na melhora
da estabilidade térmica das enzimas imobilizadas, onde suporte
revestido com estes polimero permite a adsorcéo de proteinas ao suporte
de forma mais eficaz (BAHULEKAR; AYYANGAR;
PONRATHNAM, 1991; TORRES et al., 2016) .

Os suportes estudados na imobilizacdo das lipases de interesse
foram recobertos com uma solucéo de PEI a 2,5% buscando a melhora
na producdo e na estabilidade frente & reacdo de transesterificacdo de
6leo de girassol em solvente organico. Nas Figuras 4.4 e 4.5, podemos
observar a producdo de ésteres etilicos utilizando suportes recobertos
com PEl a 2,5% para as lipases Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0, respectivamente. As condi¢cBes de reacdo estudadas
foram: 0,3 g de lipase imobilizada revestida com PEI a 2,5%, 4,1 mL de
hexano, razdo molar etanol/6leo de girassol de 8,5:1 e 0,2 g peneira
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molecular incubados a 40 °C, sob agitagdo orbital de 150 rpm em 24
horas de reacéo.

Figura 4.4- Sintese de ésteres etilicos a partir da lipase Eversa® Transform
imobilizada em diferentes suportes com PEI, utilizando 0,3 g de lipase
imobilizada, 4,1 mL de hexano, razdo molar etanol/6leo de girassol de 8,5:1,
em 24 horas de reacéo.
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Figura 4.5- Sintese de ésteres etilicos a partir da lipase Eversa® Transform
2.0 imobilizada em diferentes suportes com PEI, utilizando 0,3 g de lipase
imobilizada, 4,1 mL de hexano, razdo molar etanol/6leo de girassol de 8,5:1,
em 24 horas de reagéo.
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Na Figura 4.4, observamos que a reacdo ndo apresentou
avancos na producdo de ésteres nos imobilizados revestidos por PEI,
estes apresentaram em média conte(idos de ésteres menores do que no
estudo anterior, com 0s mesmos suportes e a lipase Eversa® Transform,
sem a utilizacdo de PEI. O mesmo pode ser descrito para a Figura 4.5,
que apresenta os resultados com a lipase Eversa® Transform 2.0. Neste,
0s resultados quanto a producdo de ésteres etilicos se mantiveram ou
cairam, em relagdo a sintese dos imobilizados sem PEI. Com isso,
optou-se por estudar a estabilidade em solvente organico (hexano), das
distintas matrizes revestidas com e sem revestimento de PEI, para
verificar se o revestimento teria impacto na estabilidade da lipase
imobilizada. Com isso, ap6s incubacdo nas condi¢des de inativacgdo (0,3
g lipase imobilizada, 4,1 mL hexano em 40 °C), foi realizada a reagéo
de producéo de ésteres etilicos nas mesmas condi¢Ges que as realizadas
anteriormente. Nas Figuras 4.6 e 4.7 apresentamos a estabilidade a
hexano utilizando a lipase Eversa® Transform revestida ou ndo com
PEl a 2,5%.

Figura 4.6- Estabilidade a solvente organico (hexano) da lipase Eversa®
Transform imobilizada em diferentes suportes hidrofébicos, nas condicdes
de inativagdo 0,3 g lipase imobilizada e 4,1 mL hexano a 40 °C.
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Figura 4.7- Estabilidade a solvente orgénico (hexano) da lipase Eversa®
Transform imobilizada em diferentes suportes hidrofébicos recobertos com
PEI a 2,5%, nas condic@es de inativacdo 0,3 g lipase imobilizada e 4,1 mL
hexano a 40 °C.

S -
< 80 -

(15}

3 60 -

[72]

840_

(5]

3

8 20 -

N

< 0 2 6

Tempo (dia)

—&— Sepabeads-C18 —#@— Lewatit —&— Purolite C18 —e— Purolite DV

A atividade residual da Eversa® Transform imobilizada
sem PEI (Figura 4.6) em Sepabeads-C18, Lewatit e Purolite DV, se
manteve préxima a 100%; enquanto a atividade com Purolite-C18 caiu
cerca 30% em relacdo a atividade inicial. Entretanto, na Figura 4.7,
guando os derivados enzimaticos foram revestidos com PEI as
atividades residuais dos imobilizados com Lewatit e Purolite DV se
mantiveram proximas a 100%, enquanto a dos suportes Sepabeads-C18
e Purolite-C18 apresentaram queda de 20% em relagdo a atividade
inicial. Nas figuras 4.8 e 4.9, constam os resultados quando avaliada a
estabilidade a solvente organico (hexano) utilizando a lipase Eversa®
Transform 2.0.
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Figura 4.8- Estabilidade a solvente orgéanico (hexano) da lipase Eversa®
Transform 2.0 imobilizada em diferentes suportes hidrofébicos, nas
condigdes de inativagdo 0,3 g lipase imobilizada e 4,1 mL hexano a 40 °C.
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Figura 4.9- Estabilidade a solvente orgéanico (hexano) da lipase Eversa®
Transform imobilizada em diferentes suportes hidrofébicos recobertos com
PEI, nas condig¢des de inativagéo 0,3 g lipase imobilizada e 4,1 mL hexano a

40 °C.
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Nas estabilidades estudadas com Eversa® Transform 2.0, a
atividade residual dos suportes ndo revestidos com PEI (Figura 4.8), em
todos os suportes analisados, as atividades residuais se mantiveram
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proximas a 100%, e quando estudadas os suportes revertidos com PEI
(Figura 4.9), os derivados Sepabeads-C18 e Purolite-C18 mantiveram
sua atividade residual proxima a 100%, ja os suportes Lewatit e Purolite
DV apresentaram uma queda de cerca de 10% da atividade inicial.
Levando em consideracdo que utilizando as lipases Eversa® Transform
e Eversa® Transform 2.0 imobilizadas e revestidas com PEI néo
apresentaram aumento na producdo de ésteres etilicos com relagdo aos
anteriormente alcancados (item 4.3.2.1), e a partir da andlise da
estabilidade a solvente organico onde os derivados sem PEI
demonstraram em sua maioria alta estabilidade (exceto Eversa®
Transform imobilizada em Purolite-C18), optou-se por ndo utilizar o
revestimento com 2,5% de PEI nas enzimas imobilizadas produzidas
para ambas as lipases.

No estudo de Cipolatti et al. (2016), o suporte revestido com
20% de PEI (25000) apresentou maior estabilidade e melhora na
atividade enzimatica da lipase Thermomyces lanuginosus imobilizada
em poliuretano, para a etanoélise de 6leo de peixe. Segundo Lathoude et
al. (2008), que estudaram a influéncia de diferentes massas molares de
PEI (60.000, 750.000 e ~1,000,000 g.mol *) na imobilizacdo de p-
galactosidase, moléculas maiores de PEI proporcionam um ambiente
mais estavel e uma ligacdo mais forte para o complexo enzima-suporte.
Com isso, 0 possivel uso de maiores concentracdes de PEI 25000 nos
derivados imobilizados, ou ainda, a avaliacdo de PElI com maiores
massas molares poderia ter resultado em enzimas imobilizadas com
melhor desempenho na reagdes de transesterificagao.

Baseado no excelente desempenho do suporte Sepabeads-C18
na imobilizagdo das enzimas Eversa® Transform e Eversa® Transform
2.0 e na alta producdo de ésteres etilicos (>99%) na reacdo de
transesterificacdo de 6leo de girassol em reacGes com solvente organico,
as lipases imobilizadas em Sepabeads-C18 sem revestimento de PEI
foram consideradas as melhores para o aprofundamento da investigacéo
da sintese de ésteres em meio com e livre de solventes organico
utilizando as lipases Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0
imobilizadas. Fica evidente, a partir dos resultados aqui expostos, que a
eficiéncia do catalisador imobilizado numa reacdo assim como 0s
produtos resultantes dessa, ndo depende apenas do catalisador
empregado, mas também da matriz utilizada para a imobilizag&o.
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4.3.2.3 Producdo de ésteres metilicos e etilicos com lipases
imobilizadas em Sepabeads-C18

Estudou-se a cinética de formacdo de ésteres na reacdo de
transesterificacdo de 6leo de girassol com dois alcodis de cadeia curta,
alcool etilico e alcool metilico, para avaliar o efeito de cada um nestas
reacOes. As condicbes de reacdo estudadas foram: 0,3 g de lipase
imobilizada, 4,1 mL de hexano, razdo molar &lcool/6leo de girassol de
8,5:1 com o alcool etilico e 12,5:1 com o alcool metilico, 0,2 g peneira
molecular incubados a 40 °C sob agitacdo orbital de 150 rpm. Os
resultados quanto ao efeito do doador acil nas reacbes de sintese de
ésteres etilicos e metilicos sdo apresentados na Figura 4.10, para
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0.

Figura 4.10- Efeito de diferentes substratos — alcool etilico e alcool metilico -
nas reacdes de sintese de ésteres etilicos e metilicos das lipases Eversa®
Transform (A) e Eversa® Transform 2.0 (B) imobilizadas nas condicdes, 0,3
g de lipase imobilizada em Sepabeads-C18, 4,1 mL de hexano, razdo molar
alcool/6leo de girassol de 8,5:1 com o alcool etilico e 12,5:1 com o alcool
metilico, 40 °C e 150 rpm.
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Analisando a Figura 4.10, tanto para a Eversa® Transform
guanto para a Eversa® Transform 2.0, a reacdo somente se deu por
completa (>98% FAEE) quando se utilizou o élcool etilico como
substrato. Quando a reacdo utiliza alcool metilico em 24 h, é alcangado
em torno de 75% de FAME, ou seja, 0 metanol acaba por afetar as
lipases e isso causa a queda na producdo de ésteres. A velocidade inicial
de formacdo de ésteres calculada também demonstra a queda na
producdo de ésteres metilicos, pois, no caso da lipase Eversa®
Transform com etanol, a velocidade inicial foi de 0,697 min™ enquanto
gue com as mesma condicdes utilizando metanol, essa foi de 0,328 min™
e para Eversa® Transform 2.0 a velocidade encontrada foi de 0,774
min™ com etanol e de 0,57 min™ com metanol, ou seja, o metanol afeta
a velocidade de formacéo de ésteres de ambas as lipases, principalmente
a lipase Eversa® Transform, visto que maiores velocidade inicias
encontradas sdo com a Eversa® Transform 2.0.

4.3.2.1.1 Efeito de diferentes razdes molares de &lcool/6lec de
girassol na producao de ésteres etilicos e metilicos com derivado de
Sepabeads-C18

Com o intuito de investigar a influéncia do alcool etilico e do
alcool metilico nas reacGes de transterificacdo de 6leo de girassol e do
comportamento desses na formacdo de ésteres, foram realizadas
cinéticas com diferentes raz6es molares alcool/6leo. Todos os ensaios
contaram com: 0,3 g de lipase imobilizada, 4,1 ml de hexano, 0,2 g
peneira molecular, incubados a 40 °C e 150 rpm. Nos ensaios utilizando
alcool etilico, as raz6es molares etanol/6leo estudadas foram de 8,5:1 e
4:1 e nas utilizando alcool metilico, foram metanol/6leo 6:1 e 4:1. O
efeito da razdo molar utilizando alcool etilico utilizando Eversa®
Transform encontra-se na Figura 4.11, e os utilizando Eversa®
Transform 2.0 na Figura 4.12.
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Figura 4.11- Efeito da razdo molar etanol/6leo de girassol na sintese de
ésteres etilicos utilizando as razdes molares etanol/6leo de 8,5:1 e 4:1, 4,1
mL de hexano, 0,3 g de Eversa® Transform imobilizada em Sepabeads-C18,
40 °C e agitacao de 150 rpm.
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Figura 4.12- Efeito da razdo molar etanol/6leo de girassol na sintese de
ésteres etilicos utilizando as raz8es molares etanol/6leo de 8,5:1 e 4:1, 4,1
mL de hexano, 0,3 g de Eversa® Transform 2.0 imobilizada em Sepabeads-
C18, 40 °C e agitagdo de 150 rpm.
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Alta formacdo de ésteres etilicos (97%) foi encontrada em 6 horas
(Figura 4.11), onde ndo houve perceptivel diferenga na formacdo de
ésteres etilicos nas duas razGes molares testadas com o uso da lipase
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imobilizada Eversa® Transform. Na Figura 4.12, referente a lipase
imobilizada Eversa® Transform 2.0, altos contetidos de ésteres foram
encontrados com 3 horas de reacdo (98%) na razdo molar 4:1, na razéo
molar de 8,5:1 também houve a alta producédo de ésteres etilicos, porém
em 6 horas.

Para a lipase Eversa® Transform, as velocidades iniciais da
formacdo de ésteres etilicos foram: com a razdo molar 8,5:1 de 0,697
min™ e de 0,68 min™ com 4:1, ou seja, 0 uso da maior ou menor raz&o
molar ndo provocou notavel influéncia na velocidade de formacdo de
ésteres etilicos e nem no contetdo final destes. Contudo, para a Eversa®
Transform 2.0 a velocidade inicial foi de 0,774 min™ com a raz&o molar
etanol/6leo de 8,5:1 e de 0,78 min™ para 4:1, demonstrado que a menor
concentracdo de etanol é benéfica para o andamento da reacéo,
influenciando na velocidade de formagdo dos ésteres etilicos. O efeito
da razdo molar na sintese de ésteres metilicos utilizando a lipase
imobilizada Eversa® Transform encontra-se na Figura 4.13, e 0s
utilizando a lipase imobilizada Eversa® Transform 2.0, na Figura 4.14.

Figura 4.13- Efeito da razdo molar metanol/6leo de girassol na sintese de
ésteres metilicos utilizando as raz6es molares metanol/dleo de 6:1 e 4:1, 4,1
mL de hexano e 0,3 g de Eversa® Transform imobilizada em Sepabeads-
C18, a 40 ° com agitacao de 150 rpm.
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Na Figura 4.13, temos a producdo de ésteres metilicos com a
Eversa® Transform, onde com a razdo molar metanol/6leo de 6:1 teve o
conteldo maximo de ésteres em 6 horas (97,6%), ja com a razdo molar
de 4:1, o maior contetido de ésteres metilicos se deu em 0,5 horas de
reacdo (97,1%).

Figura 4.14- Efeito da razdo molar metanol/6leo de girassol na sintese de
ésteres metilicos utilizando as razées molares metanol/dleo de 6:1 e 4:1, 4,1
mL de hexano e 0,3 g de Eversa® Transform 2.0 imobilizada em Sepabeads-
C18, a 40 °C com agiracgao de 150 rpm.
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Na Figura 4.14, utilizando a lipase Eversa® Transform 2.0
como biocatalisador, com a razdo molar metanol/6leo de 6:1 altos
contetidos de ésteres (97,9%) foram encontrados em 1 hora de reacdo, e
na razdo molar de 4:1, os mesmos valores foram encontrados em 0,5 h
(98%).

Demonstrando que a quantidade de metanol na reacdo tem
grande efeito na formacdo de ésteres metilicos principalmente sobre a
lipase imobilizada Eversa® Transform, que teve as velocidade iniciais
da cinética de 0,766 min™ (RM 6:1) e 4,28 min™ (RM 4:1), enquanto
para lipase imobilizada Eversa® Transform 2.0 de 2,6 min™ (RM 6:1) e
de 4,96 min? (RM 4:1). Ao comparamos o desempenho das lipases
Eversa® Transform com a Eversa® Transform 2.0, observamos que a
Eversa® Transform 2.0 tem velocidade de formacdo de ésteres maiores,
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tanto com o substrato alcool etilico quanto alcool metilico, indicado que
essa tem maior poder catalitico em relagdo a Eversa® Transform.

Em comparacdo ao tempo de reagdo na producdo de
ésteres com alcool etilico e metilico, a mais rapida foi quando se
utilizaram alcool metilico, o que pode ter ocorrido pelo fato do metanol
ser uma molécula de massa molar menor (32,04 g/mol) em comparagdo
ao etanol (46,06 g/mol), o que poderia facilitar seu transporte por meio
dos poros da matrix de imobilizacdo Sepabeads-C18, acelerando assim a
reacdo. Com isso, foram definidas como as melhores condigdes de
reacdo na producdo de ésteres metilicos, a razdo molar metanol/6leo de
girassol de 4:1 para ambas as lipases, no tempo de 1 hora.

E para as reagdes com etanol, levando em conta a economia de
processo como critério de selecdo das melhores condicBes, no caso da
lipase Eversa® Transform, e 0 menor tempo de reagdo para o caso da
lipase Eversa® Transform 2.0, o emprego da razdo molar 4:1
etanol/éleo de girassol é a melhor opg¢do nas reacfes de producdo de
ésteres etilico em meio com solvente organico utilizando a Eversa®
Transform em 6 horas de reacdo ou Eversa® Transform 2.0 em 3 horas
de reacdo.

Moreno-Perez et al. (2013) realizaram a transesterificacdo de
triacilglicerdis com acido ascorbico e alcancaram conversdo de 70% de
ascorbil oleato em 3 h a 45 °C, meio anidro utilizando o solvente
organico alcool terc-amilico, com 0,1g de lipase de Candida
antarctica B adsorvido em suportes hidrofébicos modificados com PEI.
Lima et al. (2013), imobilizaram uma lipase sollvel de Pseudomonas
fluorescens em diferentes suportes hidrofébicos, sendo a matrix
Seapabeads-C18, com rendimento de 95% de imobilizacdo, a que
apresentou melhor producdo em oleato de benzila (85%), utilizando
azeite de oliva e alcool benzilico em sistema com o solvente organico
alcool terc-amilico.

4.3.2.2 Producéo de ésteres utilizando as lipases Eversa® Transform
e Eversa® Transform 2.0 imobilizadas Sepabeads-C18 revestidos
com 0,001% de PAA

Buscando uma ferramenta para melhorar os catalisadores
imobilizados estudados, através do aumento de sua atividade catalitica e
de sua estabilidade operacional, investigou-se uma estratégia de
modificacdo fisico-quimica pds-imobilizacdo dos catalisadores, com uso
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combinado dos polimeros ibnicos, polietilenoimina (PEI) e &cido
poliacrilico (PAA).

Em testes preliminares, utilizaram-se concentrac¢des distintas de
PAA desde 0,001% até 0,01 %, obtendo os melhores resultados com
0,001% de PAA. Com isso, foi investigado o uso de 0,001% de PAA
para o recobrimento das lipases imobilizadas em Sepabeads-C18, em
reacOes de producdo de ésteres etilicos e metilicos, para verificacdo de
seu desempenho em reacBes de transesterificacdo. As condi¢des
reacionais foram: 0,3 g de enzima imobilizada com 0% de PAA ou
0,001% de PAA, 4,1 ml de hexano, 0,2 g de peneira molecular, razdo
molar alcool/6leo de 4:1, incubado a 40 °C e agitagdo de 150 rpm. Na
Figura 4.15, estdo os resultados da sintese de ésteres etilicos com ambas
as lipases, com e sem PAA.

Figura 4.15- Producdo de ésteres etilicos utilizando a razdo molar
etanol/éleo de 4:1, 4,1 mL de hexano e 0,3 g de Eversa® Transform (A) ou
Eversa® Transform 2.0 (B) imobilizadas em Sepabeads-C18 com 0 ou
0,001% PAA, a 40 °C e agitagéo de 150 rpm.
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Avaliando a produgdo de ésteres etilicos com os imobilizados
modificados com PAA, estes apresentaram altos teores de ésteres
etilicos (98,1%) em 2 horas de reacdo para a lipase imobilizada Eversa®
Transform e em 1 hora de reacdo (95%) para a lipase imobilizada
Eversa® Transform 2.0, ou seja, a transesterificacdo do 6leo de girassol
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foi mais rapida, em razdo de que nas enzimas imobilizadas sem
revestimento esses teores somente foram encontrados no tempo
reacional de 6 horas (Eversa® Transform) e 3 horas (Eversa®
Transform 2.0). A velocidade inicial subiu de 0,68 min™ para 1,43 min™
nas reacbes com Eversa® Transform, ou seja, a velocidade inicial foi
duas vezes mais rapida nas enzimas imobilizadas com PAA.

No entanto, com a Eversa® Transform 2.0, ndo foi possivel
calcular a velocidade inicial, pois a formacdo de ésteres foi muito rapida
em um curto espaco de tempo, todavia, como a producdo de ésteres
etilicos nos imobilizados com PAA ocorreu em apenas 1/3 do tempo da
producdo com os derivados sem PAA, podemos afirmar que o PAA
triplicou a velocidade inicial de formacdo de ésteres etilicos.
Comparando o desempenho das lipases nas sinteses de ésteres etilicos,
mais uma vez a Eversa® Transform 2.0 se sobressaiu, pois teve maior
producdo de ésteres em um menor tempo de reagdo, em comparacdo a
sintese utilizando a lipase Eversa® Transform. Na Figura 4.16, constam
os resultados para a producéo de ésteres metilicos com os derivados de
Sepabeads-C18 com 0% e 0,001% de PAA.

Figura 4.16- Producdo de ésteres metilicos utilizando a razdo molar
metanol/6leo de 4:1, 4,1 mL de hexano e 0,3 g de Eversa® Transform (A) ou
Eversa® Transform 2.0 (B) imobilizada em Sepabeads-C18 com 0 ou
0,001% PAA, a 40 °C e agitagéo de 150 rpm.
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Na Figura 4.16, apresenta-se a producdo de ésteres metilicos,
onde observamos que os imobilizados revestidos com 0,001% de PAA
também tiveram altas conversGes de ésteres metilicos em menor tempo,
0,33 h para a Eversa® Transform (99%) e 0,16 h para Eversa®
Transform 2.0 (95,3%). Foi comprovado que o PAA no revestimento
dos derivados acelera a transesterificacdo de ésteres metilicos assim
como nos etilicos. Os polimeros idnicos PEI e PAA sdo altamente
hidrofilicos, e, na modificacdo fisico-quimica das enzimas, esses
promovem a formacdo de um fino revestimento hiperhidréfilo na
superficie enzimatica (MORENO-PEREZ et al., 2016). A partir desse
entorno hidrofilo, formado pode ocorrer maior atracdo da lipase por
alcodis, com maior acesso ao substrato favorecendo a formacdo dos
produtos de interesse, aumentando a velocidade de reag&o.

Uma vez comprovado que a modificagdo dos catalizadores com
PAA nos permite aumentar a atividade catalitica das lipases
imobilizadas em Sepabeads-C18 na sintese de ésteres etilicos e
metilicos, e pensando na implantacdo deste tipo de processo em escala
industrial, estudamos a estabilidade operacional destes catalizadores
modificados. Para isto, analisamos como os imobilizados revestidos
atuam frente a estabilidade aos substratos da reacdo de
transesterificacdo: 6leo de girassol, etanol e metanol. Para o estudo da
estabilidade foi pesado 0,3 g de lipase imobilizada revestida com
0,001% de PAA ou ndo revestida com PAA (0% PAA) e incubados a 40
°C com 4,1 mL de hexano mais o substrato de inativacdo, 6leo de
girassol/ alcool etilico/alcool metilico, apds o tempo de incubagdo com o
inativante, os demais substratos foram adicionados e a reacdo de
transesterificacdo iniciada. Os resultados quanto a estabilidade das
lipases com 0leo de girassol encontram-se na Figura 4.17, com alcool
etilico na Figura 4.18 e ao &lcool metilico na Figura 4.19.
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Figura 4.17- Estabilidade a dleo de girassol com as lipases Eversa®
Transform (A) e Eversa® Transform 2.0 (B) imobilizadas em Sepabeads-C18
com 0 ou 0,001% de PAA, utilizando a razdo molar etanol/6leo de 4:1, 4,1
mL de hexano e 0,3 g de lipases imobilizadas, a 40 °C e agitacdo de 150

rpm.
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Figura 4.18- Estabilidade a alcool etilico com as lipases Eversa® Transform
(A) e Eversa® Transform 2.0 (B) imobilizadas em Sepabeads-C18 com 0 ou
0,001% de PAA, utilizando a razdo molar etanol/6leo de 4:1, 4,1 mL de
hexano, 0,3 g de lipases imobilizadas, a 40 °C e agitacéo de 150 rpm.
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Figura 4.19- Estabilidade a &lcool metilico com as lipases Eversa®
Transform (A) e Eversa® Transform 2.0 (B) imobilizadas em Sepabeads-C18
com 0 ou 0,001% de PAA, utilizando a razdo molar metanol/éleo de 4:1, 4,1
mL de hexano, 0,3 g de lipases imobilizadas, a 40 °C e agitacao de 150 rpm.
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Na Figura 4.17, quanto a estabilidade a 6leo de girassol, as
lipases imobilizadas revestidas com PAA foram as que obtiveram os
melhores resultados, com 100% da atividade residual, as demais néo
modificadas apresentaram queda da atividade residual, a lipase Eversa®
Transform com queda de cerca de 10% e a Eversa® Transform 2.0 com
gueda de cerca de 20%. Na Figura 4.18, referente a estabilidade com
etanol, os resultados com as lipases revestidas com PAA apresentaram
perda na atividade residual, sendo de 40% para a Eversa® Transform e
de 60% de perda para a Eversa® Transform 2.0, j& as lipases sem
revestimento (0% PAA) obtiveram 100% da atividade residual.

Madalozzo et al. (2014) investigaram a estabilidade da lipase
recombinante de Rhizopus oryzae imobilizada em Accurel MP 1000, em
solvente organico e temperatura de 40 °C, apds 24 horas de incubacédo
com hexano, a lipase apresentou a atividade residual de 69%, em relacéo
a sua atividade inicial, porém, em incubacdo com etanol em apenas 90
min a 40 °C a enzima j4 apresentava somente 10% da atividade residual.

Na estabilidade ao alcool metilico, por sua vez (Figura 4.19)
nenhuma lipase teve 100% da atividade residual, sendo ela modificada
ou ndo. As enzimas Eversa® Transform com 0,001% de PAA obtiveram
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gueda de cerca de 65% da atividade residual, enquanto a mesma sem o
revestimento teve queda de 35%, ou seja, menor; para Eversa®
Transform 2.0 revestida com 0,001% de PAA e também na lipase sem o
revestimento (0%) de PAA, houve queda de cerca de 55% em relagdo a
atividade inicial da lipase.

Os resultados quanto a estabilidade aos substratos
demonstraram a fragilidade das lipases ao metanol, o que j& havia sido
discutido no capitulo 2 quando se investigou a producdo de ésteres com
a lipase Eversa® Transform livre utilizando etanol e metanol como
substratos. Também, o revestimento com PAA néo se mostrou eficiente
frente & estabilidade aos substratos etanol e metanol, resultando em
grandes quedas na atividade residual das lipases.

Segundo Riccardi et al. (2016), polimeros altamente
hidrofilicos, tais como o PAA, aumentam a estabilidade da enzima,
impedindo as distorcdes da mesma, possivelmente por impedir a
exposicdo dos grupos hidrofébicos no interior da enzima, bem como
reduzindo a entropia conformacional do polipeptideo. Como 0 uso
revestimento com PAA neste estudo ndo resultou na melhora na
estabilidade das lipases imobilizadas, acredita-se que assim como 0
carater hidrofilico dado as lipases por meio do uso de recombrimento
com PAA acelera as reacfes de producdo de ésteres, dado que este
facilita a entrada dos substratos etanol e metanol, 0 PAA também acaba
por aumentar a exposicao destas lipases a estes solventes, visto que elas
sd80 muito sensiveis, assim o PAA permite que a a¢do do etanol/metanol
seja mais severa, afetando assim as lipases e sua estabilidade.

O recobrimento com PAA é uma boa alternativa pra melhorar a
reacdo de transesterificagdo, pois esse atuou aumentando a velocidade
de formacdo dos ésteres e diminuindo o tempo reacional de producéo,
porém ndo apresentou as mesmas vantagens para a estabilidade das
lipases imobilizadas neste sistema, por isso esta técnica deveria ser
melhor explorada, pois com a aplicagdo de outros polimeros ou
diferentes concentracGes desses, poderiamos encontrar o polimero ideal
onde é possivel obter alta atividade lipolitica aliada a maior estabilidade
das enzimas, evitando assim sua inativacdo. Com isso, optou-se por
seguir para a proxima etapa deste estudo avaliando os ciclos de uso das
lipases imobilizadas em Sepabeads-C18 na transeterificacdo de 6leo de
girassol com solvente organico, com as lipases ndo revestidas com PAA
(0% PAA).
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4.3.2.2.2 Avaliacgéo dos ciclos de uso utilizando a lipase imobilizada
em Sepabeads-C18 Eversa® Transform 2.0 na producéo de ésteres
etilicos

Baseado no desempenho das lipases imobilizadas em
Sepabeads-C18 para a producdo de ésteres etilicos e metilicos e na
estabilidade dessas aos seus substratos, observou-se que ambas as
lipases apresentaram melhor estabilidade ao etanol de que ao metanol, e
gue nas reacdes para a producdo de ésteres etilicos a lipase Eversa®
Transform 2.0 teve destaque por sua maior atividade e menor tempo de
reacdo, em compara¢do com o0s resultados com a lipase Eversa®
Transform. A lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em Sepabeads-
C18 foi selecionada para o estudo dos ciclos de uso em reagdes de
transesterificacdo de 6leo de girassol, utilizando como substrato o alcool
etilico em meio com solvente organico.

As condicdes reacionais adotadas para o reuso foram: 0,3 g de
lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em Sepabeads-C18, razédo
molar etanol/6leo de girassol de 4:1 e 0,2 g de peneira molecular em 3
horas de reagdo. Os resultados dos ciclos de uso da lipase Eversa®
Transform 2.0 estdo apresentados na Figura 4.20.

Na Figura 4.20, é possivel verificar que a lipase Eversa®
Transform 2.0 manteve alto teor de ésteres (>97%) por 3 ciclos de uso,
caindo para 75% no quarto ciclo de uso, esses valores sdo considerados
bons, porém, a investigacdo de novas estratégias para a melhorar a
estabilidade operacional desta lipase imobilizada poderia resultar em
mais ciclos de uso, prolongando sua aplicacdo em reagdes de sintese de
ésteres etilicos de acido graxo. Também, o estudo da imobilizacdo desta
lipase em outros suportes hidrofébicos que apresentem maior diametro
de poro poderia evitar problemas como entupimento do suporte, que é
muito comum principalmente em reacdes que contém glicerol, e acarreta
a reducdo dos ciclos de uso de lipases imobilizadas.
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Figura 4.20- Ciclos de uso da lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em
Sepabeads-C18, utilizando a razdo molar etanol/6leo de 4:1, 4,1 mL de
hexano, 0,3 g de lipases imobilizadas, a 40 °C e agitacéo de 150 rpm.
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4.3.3 Sintese de ésteres a partir das lipases Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0 em meio livre solvente organico

Buscando a complementacdo dos estudos do comportamento
das lipases Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0 nas reacfes de
transesterificacdo de 6leo de girassol em meio anidro, realizaram-se as
sinteses de ésteres etilicos e metilicos em meio livre de solvente
organico. Para isto, foram utilizadas as enzimas imobilizadas em
Sepabeads-C18, as quais obtiveram destaque na primeira etapa deste
capitulo referente a producgdo de ésteres em meio com solvente organico.
As sinteses foram realizadas primeiramente com os substratos 6leo de
girassol, alcool etilico e alcool metilico, com o objetivo de conhecer o
efeito dos distintos alcodis na formagdo de ésteres, bem como o
comportamento das lipases Eversa® Transform e Eversa® Transform
2.0 mediante as reacdes livres de solventes organicos. As condicdes
reacionais foram: 0,5 g de lipase imobilizada, 0,2 g peneira molecular,
alcool/6leo de girassol nas razbes molares de 4:1 para o etanol e 5,4:1
para 0 metanol. Os resultados destes primeiros ensaios podem ser
observados na Figura 4.21.

Na Figura 4.21, observamos o comportamento das lipases nos
meios de reacdo, onde a enzima Eversa® Transform apresentou
menores rendimentos tanto em ésteres metilicos (0,5%) quanto em
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ésteres etilicos (66,5%) em comparacdo com a enzima Eversa®
Transform 2.0, que por sua vez produziu altos conteldos de ésteres
etilicos e metilicos (>98%) demonstrando sua melhor adaptacdo as
condicdes reacionais. Como ja observado, em reacdes com solvente
organico e no estudo da estabilidade em metanol, a Eversa® Transform
é muito afetada pela presenca de metanol, ocasionando menor formagéo
de produto de interesse na presenca deste. Neste caso em particular, ndo
houve formagdo significativa de ésteres metilicos utilizando a lipase
imobilizada Eversa® Transform, provavelmente ocorreu a desnaturagéo
da enzima pelo excesso de metanol oferecido neste ensaio.

Figura 4.21- Efeito dos diferentes alcodis para a producdo de ésteres
utilizando 0,5 g de lipase Eversa Transform (A) ou Eversa Transform 2.0
(B), alcool/oleo de girassol nas razées molares de 4:1 para etanol e de 5,4:1
para metanol, a 40 °C e agitacdo de 150 rpm.
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Os valores baixos de formagdo encontrados na producéo de
ésteres etilicos e metilicos da lipase Eversa® Transform (Figura 4.21)
frente aos altos valores encontrados com a outra lipase, nas mesmas
condi¢des, um fato a ser observado baseado nas demais reagdes
estudadas neste capitulo, é que a velocidade inicial da lipase Eversa®
Transform 2.0 em geral é maior, podendo gerar maior conteldo de
produto por sua rapida velocidade de formacdo de ésteres e ndo
necessariamente por sua maior tolerancia ao etanol ou ao metanol, uma
vez que no estudo quanto a estabilidade ao etanol, os resultados foram
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semelhantes para ambas as lipases e, no estudo da estabilidade ao
metanol, o desempenho da lipase Eversa® Transform 2.0 é pior em
comparacao ao da lipase Eversa® Transform.

Com relagdo ao comportamento da Eversa® Transform 2.0,
guando comparada a sintese de ésteres etilicos com a de ésteres
metilicos altos teores de ésteres metilicos sdo encontrados em 3 horas
(97,5%), enquanto resultados semelhantes somente ocorrem em 24
horas com ésteres etilicos, ou seja, a reacdo com metanol como substrato
¢ mais rapida, o que também foi observado nas reagles de
transesterificacdo em solvente organico, anteriormente estudadas. A
partir destes resultados, investigou-se o efeito de diferentes razdes
molares dos substratos, dleo com etanol/metanol nas reaces de
transesterificacdo livres de solvente orgéanico.

4.3.3.2 Efeito de diferentes razdes molares dos substratos alcool:6leo
de girassol na producao de ésteres etilicos e metilicos

Com o intuito de investigar a influéncia do &lcool etilico e do
alcool metilico nas reacdes de transterificacdo de 6leo de girassol e seu
efeito mediante a diferentes concentrages no meio, foram realizadas
cinéticas com diferentes razGes molares alcool/6leo. Nesta etapa, todos
0s ensaios contaram com: 0,5 g de lipase imobilizada e 0,2 g peneira
molecular, incubados a 40 °C e agitacdo de 150 rpm. Nos ensaios
utilizando &lcool etilico, as razdes molares estudadas etanol/6leo foram
de 4:1 e 3,25:1 e, nas utilizando alcool metilico, foram metanol/6leo de
11,5:1, 5,4:1 e 3,25:1. O efeito da razdo molar utilizando élcool etilico e
a lipase Eversa® Transform encontram-se na Figura 4.22, e 0s
utilizando Eversa® Transform 2.0 como catalisador, na Figura 4.23.
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Figura 4.22- Efeito da razdo molar etanol/6leo de girassol na sintese de
ésteres etilicos utilizando as razdes molares etanol/6leo de 4:1 e 3,25:1 e 0,5
g de Eversa® Transform imobilizada em Sepabeads-C18, a 40 °C e agitacdo
de 150 rpm.
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Figura 4.23- Efeito da razdo molar etanol/dleo de girassol na sintese de
ésteres etilicos utilizando as razdes molares etanol/6leo de 4:1 e 3,25:1 e 0,5
g de Eversa® Transform 2.0 imobilizada em Sepabeads-C18, em 40 °C e
agitacdo de 150 rpm.
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Na Figura 4.22, em relacdo a producdo de ésteres etilicos,
observamos que ao diminuir a razdo molar etanol/6leo de 4:1 para
3,25:1, a lipase em apenas 3 horas de reacdo alcangou alto teor de
ésteres (98%). Na Figura 4.23, a diminuicdo da razdo molar etanol/6leo
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de 4:1 para 3,25:1 igualmente trouxe beneficios, uma vez que a Eversa®
Transform 2.0 alcancou altos conteidos de ésteres (>98%) em menor
tempo de reacdo, 3 horas (RM 3,25:1), necessitando de 24 horas para
alcangar o mesmo contetdo utilizando a razdo molar etanol/dleo de 4:1.

Para o estudo do efeito do metanol nas reacdes de
transesterificagdo com ambas as lipases, como a lipase Eversa®
Transform ndo havia apresentado bom desempenho frente a este alcool
no ensaio anterior, em que utilizou-se a razdo molar 5,4:1 metanol/6leo,
estabelecemos o uso de razdes molares acima desse valor (RM 11:1) e
abaixo dele (R:M 3:1), proporcionando a lipase uma faixa maior de
atuacdo para a avaliacdo de seu desempenho.

Nas Figuras 4.24 e 4.25, podem ser observados os resultados
utilizando como substrato alcool metilico e dleo de girassol, com as
enzimas Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0,
respectivamente.

Figura 4.24- Efeito da razdo molar metanol/dleo de girassol na sintese de
ésteres metilicos utilizando as razdes molares metanol/6leo de 11:1, 5,4:1 e 3:1,
0,5 g de Eversa® Transform imobilizada em Sepabeads-C18, a 40 °C e agitacdo
de 150 rpm.
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Na Figura 4.24, quanto ao desempenho da lipase Eversa®
Transform, verificamos que tanto em maior razdo molar quanto em
menor, a lipase Eversa® Transform ndo apresenta valores relevantes de
producdo ésteres metilicos (<1% EM), ou seja, em reagBes de
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transesterificacdo livre de solvente e na presenca de metanol, a lipase
Eversa® Transform ndo foi capaz de desenvolver seu poder catalitico,
provavelmente pela desnaturacéo desta no sistema adotado.

Figura 4.25- Efeito da razdo molar metanol/6leo de girassol na sintese de
ésteres metilicos utilizando as razdes molares metanol/dleo de 11:1, 5,4:1 e
3:1, 0,5 g de Eversa® Transform 2.0 imobilizada em Sepabeads-C18, a 40 °C
e agitacdo de 150 rpm.
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Ja na Figura 4.25, referente a lipase Eversa® Transform 2.0 na
maior razdo molar (11,5:1), a enzima ndo apresentou bom desempenho,
ndo produzindo valores relevantes de ésteres metilicos (<2%). No
entanto, com as razdes molares metanol/6leo 5,4:1 e 3:1 e no tempo
reacional de 3 horas, atingiu altos conteidos de ésteres (>98%), bons
resultados em curto tempo reacional.

A partir dos resultados desta etapa do trabalho, foram definidas
como as melhores condicGes de reacdo, para a transesterificacdo de 6leo
de girassol em meio livre de solvente para a producéao de ésteres etilicos,
na razdo molar etanol/éleo de girassol de 3,25:1 em 3 horas de reagdo
para ambas as lipases imobilizadas em Sepabeads-C18. E, para as
reacdes para producdo de ésteres metilicos, a melhor condicdo foi
utilizando a lipase imobilizada em Sepabeads-C18 Eversa® Transform
2.0 com a razdo molar metanol/6leo de girassol de 3:1 no tempo
reacional de 3 horas, todos incubados a 40 °C e 150 rpm de agitacéo.

Chiaradia et al. (2016) obtiveram 85% de etil oleato utilizando a
razdo molar etanol/éleo de 3:1, 7% de lipase de Candida Antarctica B
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imobilizadas em nanoparticulas magnéticas de poli(uréia-uretano) a 50
°C e agitacdo de 150 rpm durante 4 h. Ferrero et al. (2016) avaliaram a
producdo de ésteres etilicos a partir de 6leo de fritura usado e etanol,
utilizando a lipase de Pseudomonas fluorescen imobilizada em suportes
mesoporosos SBA-15 modificados, em sistema batelada, utilizando as
condicdes, 4% de agua, razdo molar 6leo/etanol de 1:4, 0,4 g de enzima
imobilizada, a 37 °C e agitacdo de 180 rpm, onde, apds 24 horas de
reacdo, obtiveram um rendimento de 90% de FAEE. Ognjanovc et al.
(2009) investigaram a utilizacdo da lipase imobilizada comercial
Novozyme 435 para sintese biodiesel a partir de éleo de girassol, onde
as condicBes Otimas para a transesterificacdo foram: 45°C, 3% de
enzima, razdo molar metanol/dleo de 3:1 onde obtiveram conversdo de
99% de FAME ap6s 50 h de reacéo.

Como discutido em estudo anterior, estabilidade aos substratos
em meio com solvente organico, as lipases imobilizadas Eversa®
Transform e Eversa® Transform 2.0 sdo mais estaveis ao etanol quando
comparado ao metanol. Aliadas ao bom desempenho de ambas as
lipases imobilizadas nas reacdes de producdo de ésteres etilicos, estas
foram selecionadas para o estudo dos ciclos de uso em reacdes de
transesterificacdo utilizando 6leo de girassol e alcool etilico, em sistema
livre de solvente organico.
4.3.3.3 Avaliacédo dos ciclos de uso utilizando a lipase imobilizada
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0 na produgdo de ésteres
etilicos em meio livre de solvente organico

Para a avaliagdo dos ciclos de uso em reacbes de
transesterificacdo livre de solvente orgénico, foram empregadas, com
base nos resultados obtidos no estudo anterior, as seguintes condicfes
reacionais: 0,5 g de lipase imobilizada Eversa® Transform/Eversa®
Transform 2.0, 0,2 g de peneira molecular, razdo molar etanol/6leo de
girassol de 3,25:1, 40 °C e 150 rpm de agitacdo em 3 horas de reacao.
Os resultados para ambas as lipases no reuso para a producao de ésteres
etilicos em meio livre de solvente podem ser observados na Figura 4.26.

Figura 4.26- Avaliacdo dos ciclos de uso das lipases Eversa Transform e
Eversa Transform 2.0 na sintese de ésteres etilicos utilizando 0,5 g de lipase
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imobilizada, razdo molar etanol/6leo de girassol de 3,25:1, 40 °C, 150 rpm
de agitacdo em 3 horas de reacéo.
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Podemos observar, pelo exposto na Figura 4.26, que a lipase
imobilizada Eversa® Transform manteve o teor de ésteres alto (>98%)
por 2 ciclos, apo6s, este se mateve em torno de 75% por mais 3 ciclos
(ciclos 3, 4 e 5), apresentando queda no ciclo 6 de utilizagdo para 70%
de ésteres etilicos. Ja a lipase Eversa® Transform 2.0 conseguiu manter
alto teor de ésteres no primeiro (98%) e segundo (95%) ciclos, porém,
no terceiro apresentou menos de 20% de ésteres etilicos, valor muito
abaixo do esperado nos primeiros ciclos. Assim, o estudo de seus ciclos
de uso foi interompido.

A partir desses resultados, fica evidente que apesar da alta
velocidade catalitica apresentada pela lipase Eversa® Transform 2.0
(Eversa® Transform 2.0) ao longo do estudo em reacfes em meio livre
de solvente organico, a lipase Eversa® Transform (Eversa® Transform)
é a que apresenta melhor desempenho nas reagdes de transesterificacéo
de 6leo de girassol com alcool etilico, pois, além de apresentar alta
producdo de esteres etilicos (>98%) e excelente tempo de reacdo para
producdo dos compostos de interresse (3 horas), essa também apresenta
a possibilidade de reuso da lipases por até 5 ciclos com valores
relevantes de ésteres etilicos.

Assim como sugerido no reuso em meio com solvente organico,
a investigacdo de novas estratégias em busca da melhora da estabilidade
operacional das lipases imobilizadas poderia resultar em mais ciclos de
uso, prolongando sua aplicacdo em reacOes de sintese de ésteres etilicos
de &cido graxo. Assim como o estudo da imobilizagdo destas lipases em
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outros suportes hidrofébicos que tenham maior didmetro de poro,
podendo evitar problemas como entupimento do suporte, que € muito
comum principalmente em reacGes que contém glicerol, e acarreta a
reducdo dos ciclos de uso de uma lipase imobilizada.

4.5 Considerac0es Finais

Em vista dos resultados obtidos neste capitulo, onde buscou-se a
imobilizacdo das lipases Eversa Transform e Eversa Transform 2.0 em
diferentes suportes hidrofébicos (Sepabeads-C18, Lewatit 1600,
Purolite-C18, Purolite Divinyl) para estudo da producdo de ésteres
metilicos e etilicos de acido graxo a partir de 6leo de girassol alto
oleico, em sistema com e livre de solvente orgéanico. O suporte
hidrofébico Sepabeads-C18, empregado na imobilizacdo das lipases
soluveis Eversa Transform e Eversa Transform 2.0, se destacou frente
aos demais suportes hidrofébicos estudados, por produzir lipases
imobilizadas com alta estabilidade operacional e alta atividade catalitica
em reacOes de sintese de esteres etilicos a partir de dleo de girassol em
meio com solvente organico.

Em busca da maximizacdo da producdo de ésteres etilicos e
metilicos nas reagdes de transesterificagdo de 6leo de girassol em meio
com solvente orgénico, as melhores condi¢fes experimentais (>98% de
ésteres) para ambos os substratos e lipases foram: 0,3 g de lipase
imobilizada em Sepabeads-C18 (ndo modificado com PEI e PAA),
razdo molar alcool/6leo de girassol de 4:1, 4,1 ml de hexano e 0,2 g
peneira molecular, incubados a 40 °C e agitacdo de 150 rpm, com o
tempo reacional de 6 horas para a producdo de ésteres etilicos com
Eversa® Transform, de 3 horas para a produgdo de ésteres etilicos com
a Eversa® Transform 2.0, e de 1 hora para a sintese de ésteres metilicos
com ambas as lipases imobilizadas.

Devido a lipase Eversa® Transform 2.0 imobilizada em
Sepabeads-C18 apresentar alta estabilidade ao etanol, alto poder
catalitico e alta producdo de ésteres etilicos em menor tempo de reacéo,
foi eleita para o estudo da possibilidade de reuso em reagdes de
transeterificacdo de 6leo de girassol em meio com solvente organico. No
qual foi possivel sua utilizacdo em 4 ciclos de uso, mantendo sua
producdo de ésteres etilicos alta, contribuindo para a viabilidade da
aplicacdo da lipase em bioprocessos.
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No estudo da sintese de ésteres em meio livre de solvente
organico, as melhores condi¢des reacionais para a produgdo de ésteres
etilicos (>98%) foram: 0,5 g de lipase Eversa® Transform ou Eversa®
Transform 2.0 imobilizada em Sepabeads-C18, 0,2 g de peneira
molecular e razdo molar etanol/éleo de girassol de 3,25:1, a 40 °C e 150
rpm de agitacdo em 3 horas de reacdo. Ja para a produgdo de ésteres
metilicos, a melhor condicdo (>98% EM) foi: 0,5 g de lipase
imobilizada Eversa® Transform 2.0, 0,2 g de peneira molecular, razdo
molar etanol/6leo de girassol de 3:1, a 40 °C e 150 rpm de agitacdo em 3
horas de reacéo.

O estudo dos ciclos de uso das lipases em meio livre de solvente
organico também foi realizando com alcool etilico, visto que as lipases
foram mais estaveis a presenca desse, onde constatou-se que apesar da
alta velocidade catalitica apresentada pela lipase Eversa® Transform 2.0
ao longo do estudo em reagGes em meio livre de solvente organico, a
lipase Eversa® Transform é a que apresenta melhor desempenho nas
reacOes de transesterificacdo de 6leo de girassol com alcool etilico em
meio livre de solvente organico, pois, além de apresentar alta producgéo
de esteres etilicos (>98%) e excelente tempo de reagdo para producédo
dos compostos de interesse (3 horas), essa também apresenta a
possibilidade de reuso da lipases por até 5 ciclos com valores relevantes
de ésteres etilicos.
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CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel a obtencdo de altos teores de ésteres
de 4cidos graxos, utilizando como biocatalisador as lipases Eversa®
Transform e Eversa® Transform 2.0 em suas formas livres e
imobilizadas, a partir de diferentes matérias-primas, em modo batelada
alimentada em escala laboratorial e em escala piloto industrial.
Primeiramente, foi realizado o estudo utilizando a lipase sollvel
Eversa® Transform para a producdo de ésteres metilicos utilizando os
diferentes substratos 6leo de soja, 6leo de soja com altos teores de &cido
oleico (obtidos por meio da adigdo de 25%, 50% e 75% de &cido oleico),
6leo de macalba, 6leo de fritura e 6leo &cido residual, no qual o 6leo
acido residual teve destaque, por ser uma matéria-prima de baixo custo,
ampla disponibilidade, excelente desempenho em reacdes de sintese,
tanto de ésteres metilicos como de ésteres etilicos, curto tempo
reacional, além de apresentar possibilidade de reuso da lipase estudada
por até 4 ciclos na producdo de ésteres etilicos a partir dessa matéria-
prima.

Com as condicdes reacionais definidas em laboratério, as
matérias-primas de reuso, 6leo acido residual e gordura &cida residual,
juntamente com o alcool metilico, foram aplicados para a producédo de
ésteres metilicos de acidos graxos em escala piloto de 1 t utilizando a
lipase Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0, onde observamos
a alta versatilidade das lipases mediante o escalonamento do processo,
demonstrando que é possivel a reproducdo dos resultados encontrados
em laboratdrio para a escala industrial.

Na imobiliza¢do das lipases sollveis Eversa Transform e Eversa
Transform 2.0, o suporte hidrofébico Sepabeads-C18 apresentou alta
estabilidade operacional e alta atividade catalitica dos derivados
produzidos, assim apresentou potencial para a aplicacdo em reacdes de
sintese de ésteres etilicos a partir de 6leo de girassol em meio com e
livre de solvente orgénico.

Nas reacOes de transesterificacdo de 6leo de girassol em meio
com solvente organico, foi possivel a maximizagéo dos resultados para
producdo tanto de ésteres etilicos quanto de ésteres metilicos com ambas
as lipases Eversa Transform e Eversa Transform 2.0 imobilizadas em
Sepabeads-C18. No qual a aplicacdo da lipase Eversa Transform 2.0
imobilizada em Sepabeads-C18 foi relevante devido a alta estabilidade
ao etanol, alto poder catalitico e alta producdo de ésteres etilicos
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(>98%), em menor tempo de reacgdo, e a possibilidade de utilizacdo da
lipase por até 4 ciclos de uso, mantendo sua alta producdo de ésteres
etilicos, contribuindo para a viabilidade da aplicacdo da lipase em
bioprocessos.

Em relacdo a sintese de ésteres em meio livre de solvente
organico catalisadas pelas lipases Eversa transform e Eversa Transform
2.0 imobilizada em Sepabeads-C18, concluimos que, apesar da alta
velocidade catalitica apresentada pela Eversa® Transform 2.0 nestas
reacOes, a lipase Eversa® Transform apresentou melhor desempenho
nas reacOes de transesterificacdo de 6leo de girassol com alcool etilico,
pois, além de apresentar alta producdo de esteres etilicos (>98%) e
excelente tempo de reacdo para producdo dos compostos de interesse,
essa também apresentou a possibilidade de reuso da lipase por até 5
ciclos, com valores relevantes de ésteres etilicos.

A partir dos resultados obtidos ao longo deste trabalho, referente
aos altos teores de ésteres produzidos a partir das diferentes matérias-
primas estudadas nos diferentes sistemas reacionais, as condigdes
brandas exigidas em ambos os processos, a ampla gama de aplicagéo
das enzimas aqui estudadas, a possibilidade de reuso enzimatico com as
lipases em suas formas livres ou imobilizadas, a baixa concentrago
necesséria de lipases para uso nas distintas reagdes, o tempo curto de
reacdo, aos excelentes resultado encontrados no escalonamento do
processo (planta piloto), ao sistema simples requerido para a sintese de
ésteres, aliados ao baixo custo da enzima (em torno de 20 USD/kg),
demonstram que os catalisadores lipase Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 sdo potenciais no uso em reacdes de producao de ésteres
de acidos graxos utilizando diferentes matérias-primas em diferentes
meios reacionais.



175

SUGESTOES PARA TRABALHO FUTUROS

Tendo em vista os resultados alcangados neste trabalho, as

seguintes sugestdes foram delineadas:

Caracterizar as lipases solUveis Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0;

Estudar a estabilidade térmica, a solventes organicos e ao pH,
com as lipases sollveis Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0;

Estudar a aplicacio da Eversa® Transform 2.0 em sintese de
ésteres etilicos e metilicos em sistema livre de solventes a partir
de 6leos de reuso;

Avaliar o reuso das lipases livres Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0 em escala piloto;

Desenvolver o estudo combinado das lipases Eversa®
Transform e Eversa® Transform 2.0 em sua forma livre para a
producdo de ésteres de acido graxo na etapa de polimento da
reacdo utilizando as mesmas em sua forma imobilizada;

Avaliar os ciclos de uso da lipase Eversa® Transform
imobilizada em Sepabeads-C18 em reacGes para a producéo de
ésteres etilicos a partir de 6leo de girassol, em meio com
solvente organico;

Empregar novas estratégias em busca da melhoria da
estabilidade operacional dos derivados das lipases Eversa®
Transform e Eversa® Transform 2.0 imobilizados em
Sepabeads-C18;

Aplicar as lipases Eversa Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 imobilizadas em Sepabeads-C18 em reator
continuo para a producdo de ésteres etilicos e metilicos de acido
graxo;

Caracterizar as lipases Eversa® Transform e Eversa®
Transform 2.0 imobilizadas em Sepabeads-C18;

Estudar a estabilidade térmica das lipases Eversa® Transform e
Eversa® Transform 2.0 imobilizadas em Sepabeads-C18;
Avaliar o efeito da concentracdo enzimatica das lipases
Eversa® Transform e Eversa® Transform 2.0 imobilizadas em
Sepabeads-C18 em reacBes de producdo de ésteres etilicos e
metilicos em meio com e livre de solventes organicos;

Estudar a imobilizacdo das lipases sollveis Eversa® Transform
e Eversa® Transform 2.0 outros suportes alternativos, de menor
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custo e com maior didmetro de poro, visando a economia do
processo e minimizando problemas no reuso das enzimas
imobilizadas em reagGes de transesterificacao.
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APENDICE A- Laudo de qualidade do produto 6leo &cido residual

Abaixo na Figura 1A o laudo emitido pela empresa Olfar
Alimentos e Energia (Erechim/RS) sobre a qualidade e composic¢do da
matéria graxa residual doada para a realizacdo desta pesquisa. Nesse
laudo intitulado pela empresa como “acido graxo de glicerina” e
demonado nesta trabalho denomidado “6leo 4cido residual”.

Figura 1A- Laudo de qualidade do produto 6leo &cido residual cedido
pela Olfar Alimentos e Energia.

. LEL
PRODUCAOQ - BIODIESEL E DERIVADOS ALIMENTO E SNERELL
Laudo de Qualidade de produto

+ PRODUTO: ACIDO GRAXO DE GLICERINA

* CLIENTE: AGROLATINA

= PLACA: IIZ 5147

. FABRICA(;E\O: 06/05/2014

* LOTE: 06052014

* TANQUE: 11

Andlises Recomendadas Resultados Padrdes
Massa Especifica 0,909 Anotar - g/cm®
Acidez 54,83 min. 30,00 %

Sabdes 19.4 max. 20%

Wolateis 1,55 max. 5%
Teor de Glicerina (titulagdo) 1,47 max. 1%

v Parecer Técnico:
O pardmetro analisado de teor de glicerina esta fora dos padries de qualidade.

Erechim, 06 de Maio de 2014.
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Gerente de Qualidade de Produto
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