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Resumo

Estudos vem mostrando resultados promissores na utilizacdo da tecnologia de ultrassom
para a producdo enzimética de biodiesel. Estes sdo atribuidos ao fendmeno de cavitacdo gerado
pelo equipamento de ultrassom, o qual promove um aumento da miscibilidade entre os
reagentes, melhorando a transferéncia de massa e a taxa da reacdo, proporcionando reagdes
mais rapidas, bem como um menor consumo de reagentes. Sendo assim, 0 objetivo deste
trabalho foi otimizar as condi¢Ges da reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja para a
producdo de biodiesel, utilizando o conceito de combi-lipase em um reator enzimatico assistido
por ultrassom. Foram otimizadas as condi¢fes do sistema de ultrassom: amplitude (30-70 %),
pulso (30-70 %) e tempo de pulso (5-15 s), através de um delineamento composto central
rotacional (DCCR). Os parametros reacionais: concentragéo de biocatalisador (5, 15 e 25 % em
relacdo a massa de 6leo) e razdo molar do substrato (3:1, 6:1 e 9:1) foram estudados, assim
como a influéncia do uso do solvente terc-butanol e de um sistema de agitacdo combinado ao
ultrassom, na conversao de esteres etilicos. Avaliou-se também a eficiéncia do combi-lipase
(75 % Novozym 435 + 10 % Lipozyme TL-IM and 15 % Lipozyme RM-1M) frente ao uso dos
biocatalisadores individualmente. Obteve-se como condi¢cdes 6timas para o sistema de
ultrassom: 30 % de amplitude, 50 % de pulso e 15 s de tempo de pulso, 15 % de enzima em
relacdo a massa de 6leo e uma razdo molar de 3:1 etanol:6leo de soja. Os rendimentos de
conversdo de ésteres etilicos na auséncia do solvente terc-butanol foram similares aos resultados
obtidos na presenca deste reagente, sugerindo que a tecnologia de ultrassom é capaz de eliminar
a necessidade do uso de solventes em reacfes de transesterificacdo enzimatica. Entretanto, o
uso combinado de um sistema de agitacdo com o ultrassom, reduziu o rendimento da reacéo.
Em relacdo as enzimas, o combi-lipase mostrou melhores resultados para a sintese enzimatica
de ésteres etilicos, do que o uso das enzimas individualmente. Utilizando as condigfes 6timas
avaliadas neste estudo e o conceito de combi-lipase em um reator assistido por ultrassom,

obteve-se uma conversdo de ésteres etilicos de aproximadamente 75 % em 5 horas de reacao.

Palavras-chave: Biodiesel, lipases, combi-lipases, ultrassom, reatores enzimaticos.



Abstract

Studies have been showing promising results for the use of ultrasonic technology in
enzymatic production of biodiesel, which are attributed to the cavitation phenomenon generate
by the ultrasound equipment, that promotes increased miscibility between the reactants,
improving mass transfer and reaction rate, providing faster reactions as well as a lower
consumption of reagents. The aim of this work was to optimize ultrasonic (amplitude, pulse and
time pulse) and reaction (molar ratio and enzyme concentration) parameters, as well as the
influence of solvent (tert-butanol) and ultrasound combined with mechanical stirring, on the
transesterification of soybean oil catalyzed by combi-lipase biocatalyst. It was also evaluated
the efficiency of the combi-lipase (75 % Novozym 435 + 10 % Lipozyme TL-IM and 15 %
Lipozyme RM-IM), compared to individual lipases. The optimum conditions for
transesterification reaction, were observed being: enzyme concentration, 15 % (by oil mass);
ethanol:oil molar ratio, 3:1; ultrasonic amplitude 30 %, pulse, 30 % and time pulse, 15 s. The
yields of conversion of ethyl esters with and without solvent were very similar, indicating that
ultrasonic technology is able to supply the need of solvents in enzymatic transesterification
reactions. The combined use of a mechanical stirring system with ultrasound, reduced the yields
of conversion of this reaction, while the combi-lipase showed better results than the use of
individual lipases for soybean oil transesterification. Using the optimum conditions evaluated
in this study and the concept of combi-lipase in an ultrasonic-assisted batch reactor, led to

conversions of ethyl esters of about 75% in 5 hours.

Keywords: Biodiesel; lipases; combi-lipase; ultrasound; enzymatic reactors.
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CAPITULO 1 — Introdugcéo

A crescente demanda mundial por combustiveis como fontes de energia e 0s graves
problemas ambientais associados ao uso de combustiveis fdsseis, resultaram em acOes
governamentais e incentivos a pesquisa e desenvolvimento de fontes renovaveis de energia,
como € o caso dos biocombustiveis (AARTHY et al., 2014). O Brasil em 2005 lancou a Lei n°
11.097 que estabelece a obrigatoriedade da adicdo de um percentual minimo de biodiesel ao
diesel de petroleo (BRASIL, 2005). Este percentual iniciou com 2 % em 2005 e atualmente
(2018) chega a 10 % (MME, 2017), colocando o Brasil em destaque no mercado internacional
neste segmento, sendo o segundo maior produtor mundial de biodiesel (BRASIL, 2017).

Segundo a resolucdo da ANP, o biodiesel é definido como um combustivel composto de
alquil-ésteres de &cidos graxos de cadeia longa, derivados de 6leos vegetais ou gorduras
animais, designado B100, conforme especificacdo contida no Regulamento Técnico ANP n°
4/2004 (ANP, 2008).

Biodiesel pode ser produzido a partir de diferentes fontes lipidicas, dentre elas, 6leos
vegetais, gordura animal, 6leos e gorduras residuais, além de microalgas e cianobactérias
(BASKAR; AISWARYA, 2016). A escolha da matéria-prima normalmente depende da
producdo regional (ISSARIYAKUL; DALAI, 2014), no caso do Brasil, tem-se o predominio
do 6leo de soja, representando aproximadamente 68 % da fonte lipidica usada na producao de
biodiesel (ANP, 2018).

Devido a algumas propriedades quimicas e fisicas dos 6leos vegetais, como a acidez,
viscosidade, presenca de acidos graxos livres, entre outras, existe uma limitacdo na aplicacdo
direta destes 6leos nos motores a diesel. Sendo assim, a fim de adequar essas propriedades,
diferentes métodos vém sendo aplicados, e a transesterificacdo vem se mostrando como a
melhor alternativa (AMINI et al., 2016).

A reacdo de transesterificacdo ocorre entre uma fonte lipidica e um alcool primério
(principalmente metanol e etanol), produzindo biodiesel e glicerol como principal subproduto
(ISSARIYAKUL,; DALAI, 2014). Essas reacOes séo favorecidas na presenca de catalisadores,
0s quais podem ser quimicos (acidos e basicos) ou enzimaticos. Atualmente, a rota tecnoldgica
mais utilizada para a producéo industrial de biodiesel € a rota alcalina, devido a sua rapidez,
simplicidade e eficiéncia. No entanto, durante este processo, ocorrem reacdes secundarias

indesejaveis, como a saponificacdo dos &cidos graxos livres, que consomem parte do



catalisador, reduzindo o rendimento da reacdo (YU et al., 2010). Além disso, a catalise quimica
em geral apresenta algumas desvantagens, como a dificuldade na transesterificagdo de gorduras
com elevado teor de acidos graxos, o elevado consumo de energia, além da dificil remocao da
agua e sais inorganicos do produto final (BAJAJ et al., 2010).

A fim de contornar essas dificuldades, a catéalise enziméatica vem sendo estudada como
uma alternativa promissora para a reacdo de transesterificagdo. As lipases (triacilglicerol éster
hidrolases E.C.3.1.1.3) sdo enzimas capazes de catalisar a hidrdlise de 6leos e gorduras,
liberando acidos graxos livres, glicerol, mono e diacilglicerois. No entanto, em meios reacionais
com restricdo de &gua, podem catalisar também reacGes de esterificacdo, interesterificacdo e
transesterificacdo (AGUIEIRAS, E. C. G.; CAVALCANTI-OLIVEIRA, E. D.; FREIRE,
2015). Estes biocatalisadores podem ser obtidos a partir de fontes animais, vegetais e
microbianas, sendo os de origem microbiana os mais utilizados em processos de sintese
organica, como é o caso das lipases de Thermomyces lanuginosus, Candida antarctica,
Rhizomucor miehei, entre outras (AL-ZUHAIR; LING; JUN, 2007). As principais vantagens
da rota enzimatica comparada aos demais processos, estad na especificidade pelo substrato e
seletividade do biocatalisador, caracteristicas controladas pelas propriedades moleculares da
enzima. Além dessas vantagens, as lipases operam em condic¢des brandas de reacdo, algumas
sdo estaveis em alguns tipos de solventes organicos, além de minimizarem a formacdo de
reacOes secundarias indesejaveis (PAQUES; MACEDO, 2006).

As lipases sdo classificadas em trés grupos: enantiosseletivas, tipo-seletivas e
regiosseletivas. As lipases regiosseletivas apresentam especificidade em relacdo a posicédo do
grupo funcional da molécula no substrato, sendo classificadas em: ndo especificas, acido graxo
especificas e 1,3-especificas (PAQUES; MACEDO, 2006). Com base nessa caracteristica,
surgiu um novo conceito de biocatalisador, o qual utiliza uma mistura de lipases (combi-lipase)
com diferentes especificidades, com o propoésito de catalisar substratos de constituicdo
heterogénea, melhorando assim a produtividade dessas reacdes (ALVES et al., 2014).

A escolha do reator é uma etapa crucial para o sucesso de um determinado bioprocesso e
deve ser avaliada de acordo com a necessidade de cada caso. Esta escolha serd influenciada
pelas condigdes reacionais, bem como pelas caracteristicas da bioconversdo, tais como a
cinética de conversdo da enzima, mecanismos de transferéncia de massa e hidrodindmica do
processo. Existem diversas conformacdes de reatores para processos enzimaticos, sendo as
principais: reatores batelada ou continuo de tanque agitado e reatores em coluna de leito fixo
ou fluidizado (POPPE et al., 2015a).



O processo de producdo de biodiesel via catéalise enzimética apresenta como limitantes a
cinética lenta do processo, bem como a dificuldade na transferéncia de massa entre o substrato
e a enzima. Desta forma, estudos utilizando a tecnologia de ultrassom vem sendo realizados
afim de melhorar essas caracteristicas do processo de transesterificacdo. Isso é possivel pois as
ondas ultrassénicas geram uma forte vibragdo no meio liquido em que estdo inseridas,
fendmeno conhecido por cavitagdo (MARTINES; DAVOLOS; JUNIO, 2000). Essa vibragdo
promove uma agitacdo mais eficiente da mistura reacional que o0s reatores convencionais,
aumentando a miscibilidade entre os reagentes, melhorando assim a transferéncia de massa e a
taxa da reacdo, proporcionando reacGes mais rapidas, bem como um menor consumo de
reagentes (YU et al., 2010). Em reacOes assistidas por ultrassom, a poténcia fornecida pelo
equipamento é um fator importante, o qual influencia diretamente no grau de conversdo da
reacao. Ondas ultrassonicas de elevada intensidade proporcionam uma melhor transferéncia de
massa quando comparadas com as de baixa intensidade, no entanto podem levar a desnaturacédo
da enzima (SUBHEDAR; GOGATE, 2016).

Baseado nos aspectos mencionados acima, o objetivo geral deste trabalho foi otimizar as
condicdes da reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja para a producdo de biodiesel,
utilizando o conceito de combi-lipase em um reator enzimatico assistido por ultrassom.

Os objetivos especificos foram:

1. Estudar a sintese enzimatica de ésteres etilicos utilizando o conceito de combi-lipase

em um reator assistido por ultrassom;

2. Testar diferentes amplitudes de ultrassom na sintese enzimatica de ésteres etilicos;

3. Auvaliar, através de um planejamento estatistico, a influéncia das condi¢es do sistema
de ultrassom: amplitude, pulso e tempo de pulso na taxa inicial da reacdo de sintese
de ésteres etilico;

4. Otimizar as condigdes de percentual de enzima e razdo molar na sintese de éster
etilicos;

5. Verificar a influéncia do uso do solvente terc-butanol e de um sistema de agitacdo

continuo combinado ao uso do ultrassom na sintese de ésteres etilicos.



CAPITULO 2 - Revisdo bibliografica

2.1  Biodiesel

A crescente demanda mundial por combustiveis como fontes de energia e 0s graves
problemas ambientais associados ao uso de combustiveis fosseis, vem impulsionando a busca
por novas fontes de energia, as quais sejam renovaveis, sustentaveis, ao mesmo tempo eficientes
e economicamente viaveis. Neste contexto, os biocombustiveis, principalmente o etanol e o
biodiesel, vém ganhando cada vez mais atencdo a nivel mundial, como uma alternativa aos
combustiveis fosseis (AARTHY et al., 2014; JOSHI GIRDHAR, PANDEY JITENDRA K.,
RANA SRAVENDRA, 2017; MENEZES, 2016).

O biodiesel tem se tornado uma das fontes de energia renovavel mais promissoras deste
século (ISSARIYAKUL; DALAI, 2014). Uma das suas principais vantagens € poder ser
utilizado em motores e veiculos ja existentes, sem grandes altera¢fes na sua estrutura, podendo
ser aplicado na sua forma pura (B100) ou misturado, em qualquer proporc¢ao, com o diesel de
petroleo (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014). Além disso, possui um alto ponto
de fulgor, que Ihe confere manuseio e armazenamento mais seguros, é biodegradavel, reduz a
emissdo dos principais causadores da poluicdo atmosférica, € derivado de matérias primas
renovaveis de origem vegetal, as quais absorvem o CO: liberado pela sua queima, equilibrando
assim o balango negativo gerado pela emissdo deste gas na atmosfera (RODRIGUES, 2009).

Segundo o Art. 2° da Resolucdo n® 7 de 2008 da Agéncia Nacional de Petrdleo (ANP),

biodiesel é definido como:

Biodiesel — B100 - combustivel composto de alquil ésteres de acidos graxos
de cadeia longa, derivados de 6leos vegetais ou de gorduras animais conforme a
especificagdo contida no Regulamento Técnico, parte integrante desta Resolucéo
(ANP, 2008);

Acdes governamentais em todo o mundo, vem impulsionando a producgdo e o consumo
de fontes renovaveis de energia, através de metas para quotas de mistura e do incentivo ao
desenvolvimento de novas tecnologias para a producdo de biocombustiveis, atraves de
mecanismos de apoio financeiro e politico (CASTANHEIRA et al., 2014). No Brasil, em 2004
foi langado pelo Governo Federal, o Programa Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel
(PNPB) com o objetivo de inserir este biocombustivel na matriz energética brasileira. Com a
Lei n®11.097/2005 ficou estabelecida a obrigatoriedade da adicdo de um percentual minimo de
2 % de biodiesel ao diesel de petroleo, o qual entrou em vigor em janeiro de 2008. Atualmente

este percentual € de 10 %, o qual passou a vigorar em 1° de Marco de 2018, com a antecipagao



em um ano do prazo méximo determinado pela Lei 13.263/16, aprovado pelo Conselho
Nacional de Politica Energética (CNPE) (MME, 2017)

A capacidade de producdo de biodiesel do Brasil € de 7,4 bilhdes de litros ao ano, no
entanto em 2016, devido a retracdo da economia dos ultimos dois anos, foi de apenas 3,8 bilhdes
de litros para atender o mercado obrigatério. Estes dados mostram a capacidade do Pais em
reduzir sua dependéncia de importacdo do diesel de petrdleo, que no ano de 2015 foi de 7
bilhGes de litros, através do aumento da mistura de biodiesel no diesel. Além desta vantagem,
0 aumento na producao deste biocombustivel diversifica a matriz de combustiveis e energética
além de gerar novos empregos de forma direta e indireta. Sendo assim, o uso do biodiesel
proporciona além dos beneficios ao meio ambiente, beneficios sociais e econdémicos ao Pais
(UBRABIO, 2016).

2.1.1 Matéria prima

A escolha das matérias primas envolvidas no processo de sintese de biodiesel representam
75 % do investimento total de producéo, influenciando significativamente no custo final deste
biocombustivel (BASKAR; AISWARYA, 2016). Desta forma, faz-se necessario uma
cuidadosa selecdo das matérias primas que irdo compor a mistura reacional.

Para a sintese de biodiesel as matérias primas utilizadas sdo basicamente: i) uma fonte
lipidica (6leos vegetais, gordura animal, éleos e gorduras residuais, 6leos produzidos por algas
e cianobactérias); ii) um alcool normalmente contendo entre 1 e 8 carbonos (metanol, etanol,
propanol, butanol) e iii) um catalisador (acido, basico ou enzimatico) (BASKAR; AISWARYA,
2016; ISSARIYAKUL,; DALAI, 2014).

A escolha da matéria prima lipidica é diretamente influenciada pelo preco e
disponibilidade do produto, sendo que a ultima é influenciada pelo clima e producéo regional.
Por exemplo, no Brasil e EUA tem-se 0 predominio do 6leo soja, ha Europa do 6leo de canola,
ja nos paises tropicais, como Indoneésia e Malasia, do 6leo de palma, enquanto que nas zonas
costeiras utiliza-se o 6leo de coco (ISSARIYAKUL; DALAI, 2014). Atualmente, a principal
matéria prima empregada para a producgéo de biodiesel a nivel mundial é o 6leo de canola (84
%), seguido pelo 6leo de girassol (13 %), palma (1 %), soja e outros (2 %) (ATABANI et al.,
2012; CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014). J4 no Brasil a soja representa 68 % da
fonte lipidica responsavel pela producdo deste biocombustivel, seguido pela gordura bovina
(14 %) (ANP, 2018).

Atualmente, os Oleos vegetais, considerados como matéria prima de 1% geragéo,



representam 95 % da matéria prima utilizada para a producéo de biodiesel (ATABANI et al.,
2012). No entanto, cada vez mais pesquisas vém sendo desenvolvidas na busca por fontes
lipidicas alternativas para a geracdo deste biocombustivel (ADEWALE; DUMONT; NGADI,
2015; CHEN; YING; LI, 2006; GHARAT; RATHOD, 2013; HUANG et al., 2010;
SUBHEDAR; GOGATE, 2016). Isto porque 0 uso de 6leos vegetais compete diretamente com
a cadeia alimentar, elevando os custos tanto do biodiesel quanto do 6leo, podendo levar a
escassez desses insumos. Além disso, existem diversas matérias primas alternativas, tais como,
oleos de fritura, 6leos ndo comestiveis, gorduras animais, entre outras, as quais sao consideradas
matérias primas de 2 e 3? geracao, e apresentam potencial para serem aplicados na producao de
biodiesel, podendo reduzir além do custo de producdo, os impactos ambientais e sociais. Alguns
exemplos sdo apresentados na Tabela 1 (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014;
VERMA; SHARMA; DWIVEDI, 2016).

Tabela 1 — Matéria-prima utilizadas para producdo de biodiesel a nivel mundial

Oleos comestiveis Oleos ndo comestiveis Outras fontes
(18 geragéo) (22 geragéo) (32 geracgao)
Oleo de Algod&o Oleo de Jatropha curcas Microalgas
Oleo de Coco Oleo de Mahua Oleo Residual de Fritura
Oleo de Girassol Oleo de Neem Gordura Animal
Oleo de Canola Oleo de Eucalipto Banha
Oleo de Soja Oleo de Semente de Seringueira Oleo de Peixe
Oleo de Mamona Gordura de Frango
Oleo de Mostarda Sebo de Carne Bovina

C)Iqo de Amendoim
Qleo de Palma
Oleo de Colza

Fonte: (VERMA; SHARMA, 2016)

O tipo de alcool que serd utilizado no processo de transesterificacdo além de influenciar
no rendimento da reacdo, também influenciara na necessidade do uso de solventes orgénicos,
ou seja, alcoois de cadeia maior (propanol ou butanol) sdo mais soltveis em dleo do que os de
cadeia menor (metanol e etanol), dispensando assim o uso de solventes. No entanto, os alcoois
mais utilizados sdo o metanol e o etanol, com destaque para 0 metanol, que é o mais usado em
escala industrial, principalmente pelo seu baixo custo e elevada reatividade. Porém, este alcool
é proveniente de combustiveis fosseis, consequentemente o biodiesel produzido a partir dessa

matéria prima ndo podera ser denominado como renovavel. Desta forma, o etanol € uma



alternativa interessante para a reacdo de transesterificacdo, pois além de ser renovavel e
consideravelmente menos toxico, € mais soltvel em 6leo do que o metanol, minimizando as
limitacGes de transferéncia de massa. Além disso, o etanol produz um biodiesel com maior
lubricidade, nimero de cetano, maior estabilidade oxidativa, entre outas propriedades
(BANKOVIC-ILIC; STAMENKOVIC; VELJ KOVIC, 2012; ISSARIYAKUL; DALAL 2014;
VERMA; SHARMA; DWIVEDI, 2016).

2.1.2 Reac0es de sintese de biodiesel

Os 6leos vegetais ndo sao utilizados diretamente nos motores de ciclo a diesel, devido a
sua elevada viscosidade, acidez, baixa volatilidade, a composicéo dos &cidos graxos, ao teor de
acidos graxos livre entre outras caracteristicas que podem causar problemas aos motores. A fim
de adequar essas propriedades, diferentes meétodos podem ser utilizados, tais como:
craqueamento térmico ou pir6lise, micro-emulséo, esterificacdo e transesterificacdo. Entre 0s
varios métodos que podem ser empregados, a transesterificacdo é a mais utilizada, pois além de
ser um processo simples, é capaz de produzir um biodiesel com elevada qualidade (AMINI et
al., 2016; BASKAR; AISWARYA, 2016).

A transesterificacdo é uma reacdo reversivel entre um triglicerideo, proveniente de uma
fonte lipidica, com um alcool primério, que em presenca de um catalisador, gera ésteres
alquilicos de &cidos graxos e glicerol, conforme a reacdo apresentada na Figura 1. Essa reacdo
ocorre em trés etapas, onde as moléculas de triglicerideos sdo convertidas em diglicerideos,
logo em monoglicerideos e por fim em glicerol. Em cada etapa a rea¢do consome um mol de
alcool e produz um mol de éster, produzindo ao final da reacdo trés mols de éster (biodiesel) e
um mol de glicerol (ISSARIYAKUL; DALAI, 2014).

CH:-00C-R, R«-COOCH, CH>-0OH
catalisador

TH-OGC-F!; + 3 CH.OH ,E*‘" R;-COOCH; + C‘|.H-DH

CH;-00C-R; R;-COOCH; CH.-OH

Triglicerideo Metanol Biodiesel Glicerol

Figura 1- Reacéo de transesterificacéo.

O rendimento desta reacdo € influenciado por diversos parametros, tais como: razao

molar 6leo:alcool, tipo de alcool, tipo e quantidade de catalisador, temperatura, presséo, tempo,



intensidade da mistura e teor de &cidos graxos livres e agua presentes no 6leo (BANKOVIC-
ILIC; STAMENKOVIC; VELJKOVIC, 2012).

A reacdo de transesterificacdo é favorecida na presenca de catalisadores, 0s quais podem
ser quimicos (&cidos e basicos) ou enzimaticos. Os catalisadores quimicos podem ser
homogéneos ou heterogéneos. Atualmente, a rota tecnolégica mais utilizada para a produgédo
industrial de biodiesel é a rota alcalina, devido ao baixo custo, rapidez, simplicidade e
eficiéncia. No entanto, durante este processo, ocorrem reacdes secundarias indesejaveis, como
a saponificacdo dos acidos graxos livres, consumindo parte do catalisador e reduzindo o
rendimento da reacdo (YU et al., 2010). Além disso, a catalise quimica apresenta como
desvantagens, a dificuldade na transesterificacdo de gorduras com elevado teor de acidos
graxos, o elevado consumo de energia, além da dificil remocdo da agua e sais inorganicos do
produto final (BAJAJ et al., 2010).

2.2  Enzimas como biocatalisadores para a reacao de transesterificacao

2.2.1 Lipases

As lipases (triacilglicerol éster hidrolases, EC. 3.1.1.3) sdo enzimas capazes de catalisar
a hidrdlise de ésteres, especialmente triglicerideos de cadeia longa (principais constituintes dos
6leos e gorduras), liberando &cidos graxos livres e glicerol. Também catalisam reacdes de
esterificacdo, aciddlise, aminolise, alcoolise e reacBes de interesterificacdo (AGUIEIRAS, E.
C. G.; CAVALCANTI-OLIVEIRA, E. D.; FREIRE, 2015), sendo a atividade de agua do meio
reacional um dos fatores determinantes para cada classe de reacdo (PAQUES; MACEDO,
2006).

Essas enzimas podem ser de origem, animal (pancreatica, hepatica e gastrica),
microbiana (bactérias e fungos) e vegetal. As mais utilizadas, principalmente em escala
industrial, sdo as lipases microbianas devido a sua maior estabilidade, ampla especificidade
para substratos, facil manipulacdo, menor tempo de geracdo, entre outras caracteristicas
(AARTHY etal., 2014; HASAN; SHAH; HAMEED, 2006; PAQUES; MACEDO, 2006).

As lipases podem ser utilizadas nas mais diversas reacOes, tanto na sua forma livre,
qguanto imobilizada. No entanto, a imobilizacdo oferece vantagens, principalmente a
possibilidade de isolar mais facilmente o biocatalisador no final do processo, 0 que permite sua
reutilizacdo. Desta forma, a produtividade do processo é favorecida, reduzindo os custos de
operacdo, alem da reducgdo na geracao de efluentes (ZANIN, 2004).

As principais vantagens das lipases em relacdo aos catalisadores quimicos, sdo a



especificidade pelo substrato e a seletividade, sendo essas caracteristicas controladas por

propriedades moleculares da enzima, estrutura do substrato, além de fatores que afetam a

ligacdo enzima-substrato. O conhecimento da especificidade é um fator crucial para a escolha

do substrato e também para uma aplicacao industrial. Conforme a classificacdo das enzimas as

lipases séo divididas em (PAQUES; MACEDO, 2006; POPPE, 2017):

a) Regiosseletivas: possuem especificidade em relacdo a posi¢do do grupo funcional da
molécula do substrato. Este grupo de lipases € subdividido em:

e Lipases 1,3 especificas: hidrolisam apenas ésteres de &cidos graxos primarios, nas
posices sn-1 e sn-3. Exemplos destas enzimas sdo as lipases produzidas
por:Thermomyces lanuginosus, Rhizomucor miehei, Rhizopus delemar e Aspergillus
niger.

e Lipases ndo especificas: hidrolisam ésteres de acidos graxos primarios ou secundarios
de maneira aleatoria. Exemplos destas enzimas séo as lipases produzidas por: Candida
antarctica, Penicilium cyclopium, Corynebacterium acnes, Pseudomonas fluorescens e
Staphylococcus aureus.

b) Tipo seletivas ou acido graxo especificas: apresentam especificidade em relacdo ao tamanho
da cadeia carbdnica e /ou nimero de instauracdo do grupo acila;
¢) Enantiosseletivas: sdo capazes de discriminar enantibmeros em uma mistura racémica.
Tendo em vista que as lipases atuam com diferentes especificidades para o substrato, o
uso combinado destes biocatalisadores é uma estratégia interessante a fim de aumentar a
produtividade de reacfes com substratos de constituicdo heterogénea, como é o caso dos 6leos
e gorduras. Este conceito foi proposto por Alves et al. (2014), quando obtiveram excelentes
resultados utilizando uma mistura de lipases (Candida antarctica, Thermomyces lanuginosus e
Rhizomucor miehei) na hidrolise do 6leo de soja. Confirmando assim, que o uso de lipases com
diferentes especificidades para o substrato é mais eficaz, do que o uso de uma unica lipase
especifica. Este novo conceito de biocatalisador foi denominado combi-lipase (ALVES et al.,
2014). Poppe et al. (2015b) também obtiveram melhores resultados utilizando uma mistura de
lipases imobilizadas para a transesterificagdo dos 6leos de oliva e palma. Atingindo um
rendimento de 95 % empregando o combi-lipase (29 % de TLL + 12,5 % de RML + 58,5 % de
CALB), comparado a um rendimento de 50 % com a enzima CALB (melhor resultado
individual). J& para o 6leo de palma o rendimento foi de 80 % com o combi (52,5 % de TLL +
47,5 % RML), comparado a 44 % de rendimento para a enzima TLL (melhor resultado

individual).



2.2.2 Estrutura e mecanismo de atuacédo das lipases

As lipases apresentam um mecanismo peculiar de atuacdo, conhecido por ativacdo
interfacial, o qual descreve o fato da atividade lipolitica das lipases ser aumentada em funcéo
dos substratos insolUveis. Este fendmeno pode ser explicado atraves da estrutura tridimensional
e do sitio catalitico da enzima. (JAEGER; REETZ, 1998).

O sitio catalitico das lipases é bastante complexo e a estrutura da enzima ao redor deste
sitio varia consideravelmente entre diferentes lipases. Contudo, existem alguns elementos
estruturais comuns a todas as lipases, denominado triade catalitica, a qual € formada pelos
aminoacidos serina, histidina e aspartato (ou glutamato), e um dobramento caracteristico na
conformacéo o/p hidrolase (JAEGER; REETZ, 1998).

Em geral essa triade catalitica € protegida por uma cadeia polipeptidica hidrofébica em
forma de a-hélice, denominada “tampa” ou “/id . Quando esta tampa entra em contato com
uma interface lipideo-agua, ocorre uma interacdo entre ambas, promovendo uma mudanga em
sua conformacgao. A “tampa’ que estava na forma fechada, se desloca, expondo o sitio catalitico
da enzima, permitindo que a catalise ocorra. Ao mesmo tempo em que o centro ativo fica
acessivel ao substrato, a lipase expde uma larga superficie hidrofébica que interage
favoravelmente com a interface lipidica. J4 em ambientes aquosos, a “tampa”, cobre este sitio
catalitico (forma fechada) e a lipase passa a ser inativa (JAEGER; REETZ, 1998; MATEO et
al., 2007; MESSIAS et al., 2011). A Figura 2 apresenta um esquema do mecanismo geral de
ativacdo interfacial de lipases, enquanto a Figura 3 exemplifica este fendmeno para a lipase

Candida rugosa.

Figura 2 — Representacdo esquematica da ativacdo interfacial de lipases.
Representacéo da enzima (E1) na conformacao fechada; (Ez) na conformagéo aberta; (E2")
ligada ao suporte hidrofobico, representando a ativagéo interfacial.
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Fonte: (MATEO et al., 2007)

Figura 3 — Dististas conformacdes da lipase de Candida rugosa.
(@) conformacdo fechada (PDB-3TGL); (b) conformacéo aberta (PDB-4TGL). Estruturas 3D
obtidas através do Protein Data Bank (PDB) utilizando o software Pymol v.0.99.
Fonte: (POPPE, 2017)

2.2.3 Reacdo de transesterificacdo enzimatica

Devido a sua versatilidade, as lipases estdo entre as enzimas mais utilizadas em diversas
aplicacdes biotecnoldgicas (AGUIEIRAS, E. C. G.; CAVALCANTI-OLIVEIRA, E. D,
FREIRE, 2015). O emprego deste biocatalisador vem ganhando espaco em reacdes de sintese
de biodiesel, principalmente devido a sua especificidade pelo substrato e seletividade. Além
disso, trabalham em condicGes brandas de temperatura e presséo, ndo necessitam de cofatores,
a geracao de co-produtos € reduzida, o glicerol é facilmente separado do biodiesel formado, séo
estaveis em solventes organicos e permitem o uso de matérias primas mais baratas com alto
teor de acidos graxos livres e agua. Apesar das inimeras vantagens, existem algumas limitagdes
no uso das lipases, como o elevado custo, sua inativacdo quando submetida a condigdes
operacionais mais severas e baixa produtividade, que ainda restringem sua aplicacdo a nivel
industrial. Contudo, muitas pesquisas vem sendo desenvolvidas a fim de melhorar essas
caracteristicas, ampliando o0 uso desses biocatalisadores (AGUIEIRAS, E. C. G,
CAVALCANTI-OLIVEIRA, E. D.; FREIRE, 2015; BANKOVIC-ILIC; STAMENKOVIC;
VELJKOVIC, 2012; BASKAR; AISWARYA, 2016).

Para sintese de biodiesel via catalise enzimética é importante o conhecimento de alguns
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fatores reacionais, como: origem da enzima, quantidade de biocatalisador a ser utilizado, razéo
molar 6leo:alcool, tipo de alcool a ser utilizado, uso de solvente organico, quantidade de agua
adicionada a mistura reacional, temperatura e a possibilidade de reuso da enzima. Esses fatores
irdo influenciar diretamente no rendimento desta reacdo (RODRIGUES, 2009).

Na producdo de biodiesel, as lipases mais utilizadas sdo obtidas principalmente atraves
de fungos (leveduras e fungos filamentosos), com destaque para a lipase produzida a partir da
levedura Candida antartica (CALB), a qual vem sendo amplamente aplicada para a sintese
deste biocombustivel. Além da CALB, as lipases produzidas a partir de fungos filamentosos,
como a Rhizomucor miehei (RML), a Rhizopus oryzae (ROL), Thermomyces lanuginosus
(TLL), Aspergillus niger (ANL) também sdo utilizadas para esta aplicacdo. As lipases CALB,
RML e TLL sdo comercializadas pela empresa Novozymes, na sua forma imobilizada, sendo
denominadas: “Novozym 435, “Lipozyme RM IM” e “Lipozyme TL IM”, respectivamente
(AARTHY etal., 2014; AGUIEIRAS, E. C. G.; CAVALCANTI-OLIVEIRA, E. D.; FREIRE,
2015; ROBLES-MEDINA et al., 2009).

2.3  Biorreatores para a sintese de biodiesel

A escolha adequada da configuragcdo de um biorreator € uma etapa fundamental para o
sucesso de um determinado bioprocesso e deve ser avaliada de acordo com as caracteristicas de
cada caso. Em processos onde enzimas imobilizadas sdo empregadas como catalisadores, deve-
se levar em consideracdo aspectos do processo como: caracteristicas do biocatalisador (formato,
tamanho e presenca de poros do suporte de imobilizacdo); natureza do substrato; requisitos
operacionais (temperatura e fluxo); cinética da reacdo; caracteristicas de transferéncia interna e
externa de massa; modo de operacdo (batelada ou continuo); custo operacional do biorreator
(energia e manutencdo); bem como aspectos de construcdo do biorreator (geometria,
hidrodinamica e condic¢des operacionais) (POPPE et al., 2015a).

Na literatura quatro configuracGes de reatores enziméticos séo apresentadas: reatores em
batelada de tanque agitado, reatores continuos de tanque agitado, reatores em coluna de leito
fixo e reator em coluna de leito fluidizado (POPPE et al., 2015a). Em reacOes de sintese
enzimatica de biodiesel, os mais utilizados s&o os reatores em batelada de tanque agitado e em
coluna de leito fixo (CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR; ZAMBARE, 2014). A
Figura 4 apresenta um esquema dessas quatro configuragdes de reatores, 0s quais Serdo

detalhados a seguir.
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REATORES EM COLUNA

REATORES DE TANQUE AGITADO

y @
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enirada j/ entrada

BATELADA BATELADA COM RECIRCULAGAO CONTINUO LEITO EMPACOTADO LEITO FLUIDIZADO

Figura 4 - Esquema das quatro principais configuracdes de reatores.
Fonte: (POPPE et al., 2015a)

2.3.1 Reator enzimético em batelada

Os reatores em batelada de tanque agitado sdo o modelo mais simples de biorreatores e
também os mais utilizados para a sintese enzimatica de biodiesel. Podem ser empregados em
solugbes com elevada viscosidade, utilizando enzimas tanto na sua forma livre quanto
imobilizada (CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR; ZAMBARE, 2014).

Este modelo de reator pode ser equipado por um medidor e controlador de temperatura e
por um sistema de agitacdo, normalmente na forma de hélice, que permite a mistura da solucao
de substrato e a dispersdo do biocatalisador no meio reacional. Ao final do processo,
normalmente sdo utilizados sistemas de separacgéo (centrifugacéo ou filtracdo), a fim de separar
o produto formado da enzima imobilizada, que podera ser reutilizada em um novo processo
(POPPE et al., 2015a).

A principal vantagem na utilizacdo deste sistema é a simplicidade do equipamento e o
elevado grau de dispersdo do substrato. Porém estes reatores apresentam baixa produtividade e
um elevado tempo de volume morto, necessario para esvaziar, limpar e recarregar o reator para
uma nova operagdo. Além disso, tem-se a diminuicdo gradual da atividade enzimatica,
proporcionada pelas operacGes unitarias de limpeza e tensdo de cisalhamento imposta pelas
hélices do reator (CHRISTOPHER; HEMANATHAN KUMAR; ZAMBARE, 2014; POPPE
et al., 2015a).

2.3.2 Reator enzimatico continuo
Nos ultimos anos, vem crescendo o numero de trabalhos utilizando reatores continuos

para processos envolvendo biocatalisadores, mostrando a importancia desta tecnologia para o
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aprimoramento das reacdes enziméticas (RAO et al., 2009). Os reatores em operacao continua,
aumentam a produtividade da reacdo, apresentam maior eficiéncia energética, menor custo de
otimizacdo das condicdes reacionais € um menor numero de operacdo unitarias durante a
separacdo dos produtos, além de poderem ser operados por longos periodos de tempo sob
condicBes de estado estacionario, caracteristicas importantes para o escalonamento de um
processo a nivel industrial (ITABAIANA; MIRANDA; SOUZA, 2013).

Os principais modelos de reatores continuos sdo: reator de tanque agitado (CSTR),
reator em coluna de leito fixo (PBR) e reator em coluna de leito fluidizado (FPR) (POPPE et
al., 2015a).

Um reator CSTR é muito semelhante a um reator batelada de tanque agitado, no entanto,
nesta conformacéo os reagentes sao adicionados e 0s produtos sao coletados continuamente ao
longo do processo. A agitacdo deste sistema deve ser constante, e em condi¢des ideais, 0
contetdo do reator é perfeitamente misturado, desta forma, a concentragdo da mistura em todos
0s pontos do reator, assim como do produto final sdo iguais. Em um CSTR, a taxa da reacdo é
determinada pela composicdo final do produto, enquanto em um PBR, a concentracdo do
substrato é maximizada a cada ponto do reator. Com o objetivo de aumentar a concentracdo
final dos produtos, é comum o uso de reatores CSTR em cascata, aproximando-se da
configuragdo de um PBR (RAO et al., 2009). Este modelo de reator é mais indicado para reacdes
onde 0 excesso de substrato passa a ser um inibidor do processo (KOSSEVA et al., 2009).

Dentre os modelos existentes em operacdo continua para prepara¢fes enzimaticas, o
mais utilizado é o PBR, devido a sua elevada estabilidade operacional, fécil
construcao/operacdo e alta eficiéncia volumétrica. Além disso, as particulas de biocatalisador
ficam protegidas de possiveis quebras, pois este modelo de reator apresenta baixas tensées de
cisalhamento. Em um reator PBR as enzimas imobilizadas ficam retidas na coluna cilindrica do
reator enquanto o substrato é bombeado através do leito (GROSOVA; ROSENBER; REBROS,
2008; POPPE et al., 2015a). O tamanho das particulas de catalisador ndo deve ser menor que
0,05 mm, para manter a queda de pressao do leito em um limite aceitavel. Este tipo de reator
apresenta alguns problemas de operacéo, tais como, o aparecimento de caminhos preferenciais,
a facilidade de obstrucédo do leito de particulas, ineficiéncia na transferéncia de calor e massa,
assim como a necessidade no uso de solventes (FERNANDES, 2010).

Outro exemplo de reator continuo, é o de leito fluidizado (FBR), o qual é uma variagao
do PBR. A diferenca neste caso, é que uma menor quantidade de enzima é adicionada ao leito,

permitindo que quando o substrato seja bombeado no reator em um fluxo ascendente, com
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vazBes mais elevadas, as particulas de biocatalisador figuem em movimento. Devido a estas
vazdes, os rendimentos da reagdo sdo reduzidos, sendo assim, faz-se necessario o uso de um
sistema de recirculacdo para aumentar a conversdo de produtos. Neste modelo de reator, as
particulas ficam em livre circulacdo no leito, facilitando a transferéncia de massa entre o
substrato e o catalisador, evitando a ocorréncia de caminhos preferéncias e de elevadas pressoes
(FERNANDES, 2010; KOSSEVA et al., 2009; POPPE et al., 2015a). Como desvantagens na
sua utilizacdo, estd a menor eficiéncia global do sistema, devido a menor quantidade de
biocatalisador adicionada ao reator e a maior dificuldade de escalonamento deste processo
(KOSSEVA et al., 2009).

24 Ultrassom

2.4.1 Principios fisicos e quimicos do uso do ultrassom

O termo sonoquimica refere-se ao uso do ultrassom em reagdes e processos quimicos,
tais como estabilizacdo de emulsdes de dleos, reducdo de particulas, homogeneizacéo, entre
outros. O ultrassom é um som com uma frequéncia superior aquela que o ouvido humano pode
perceber. De acordo com a sua frequéncia, € classificado em: alta frequéncia (2-10MHz),
utilizado em diagnosticos de imagem e andlises quimicas e baixa frequéncia (20-100kHz),
aplicado na sonoquimica. O uso deste sistema de baixa frequéncia, proporciona inimeras
vantagens as reac0es, tais como: aumento da conversdo e consequentemente do rendimento da
reacao, em reacdes de sintese organica é capaz de reduzir o numero de etapas, o tempo € a
temperatura da reacdo. Desta forma, cada vez mais esta tecnologia vem sendo empregada nas
mais diversas aplicacdes quimicas (TRENTIN et al., 2015; VELIKOVIC; AVRAMOVIC;
STAMENKOVIC, 2012).

A producdo de ultrassom é um fendmeno fisico capaz de promover efeitos de ativacdo
em reacgdes quimicas. Esses efeitos séo atribuidos ao fendbmeno de cavitacao, que € a formagéo,
crescimento e implosao de bolhas no meio liquido em que esté inserido. Quando o ultrassom
passa através do liquido ocorre ciclos de expansdo (pressdo negativa) - compressao (pressao
positiva) das ondas, gerando as cavidades, as quais ao atingirem um tamanho critico implodem-
se, liberando grande quantidade de calor e pressdo em um curto periodo de tempo e em pontos
localizados do liquido. O colapso dessas bolhas, gera a formacéo de pequenos redemoinhos que
aumentam a transferéncia de massa no liquido, alem de formarem gradientes de velocidade no
liquido que resultam em tensdes de cisalhamento (MARTINES; DAVOLOS; JUNIO, 2000;
VELJKOVIC; AVRAMOVIC; STAMENKOVIC, 2012; YUSUF G. ADEWUYI, 2001).
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Normalmente, o uso do ultrassom pode causar efeitos quimicos e fisicos em reacGes
heterogéneas, através das bolhas de cavitagcdo. Em sistemas heterogéneos liquido-liquido o
colapso da bolha de cavitacdo na interface ou perto dela, provoca a ruptura e mistura desta
camada, formando uma emulsdo que proporciona um aumento na superficie de contato entre 0s
dois liquidos e, portanto, um aumento na taxa desta reacdo. A emulsdo formada atraves do
ultrassom, normalmente é mais estavel que as formadas por processos convencionais
(GOGATE; RAYAL; PANDIT, 2006; VELIKOVIC; AVRAMOVIC; STAMENKOVIC,
2012).

Em sistemas heterogéneos sélido-liquido o fendmeno de cavitacdo na superficie da
particula do solido ou perto desta, forma “jatos” de liquido, devido ao transporte assimétrico do
fluido através dos espacos vazios da particula, podendo reduzir seu tamanho, aumentando assim
Sua area superficial. Esses “jatos” podem aumentar a transferéncias de massa entre a fase liquida
e a superficie do catalisador através do rompimento da camada limite de liquido. Além disso,
eles podem ativar o catalisador sélido e retirar o material que esta ocupando o sitio ativo. Sendo
assim, este sistema também proporciona um aumento da superficie de contanto e da
transferéncia de massa da reacdo (GOGATE; RAYAL; PANDIT, 2006).

As ondas de ultrassom apresentam diversas aplicacBes, em areas como a biologia,
engenharia, geologia, medicina, fisica, em polimeros e também na area industrial. J& na &rea
quimica, sdo utilizadas em aplicacBes como emulsificacdo e homogeneizacdo de sistemas
heterogéneos, limpeza de superficies, rompimento celular, na industria de alimentos, na sintese
de biodiesel, entre diversas outras aplicacdes (BARBOZA; SERRA, 1992).

2.4.2 0O uso do ultrassom para a sintese enzimatica de biodiesel

Atualmente, estudos vem sendo realizados utilizando a tecnologia de ultrassom para a
producdo de biodiesel, uma vez que os métodos convencionais de esterificacdo e
transesterificacdo tendem a ser mais lentos e requerem tempos mais longos para separagédo do
glicerol do produto formado na reacéo. Desta forma, a tecnologia de ultrassom reduz os tempos
de processo e de separacdo de fases, bem como a quantidade de catalisador e 0 excesso de alcool
necessarios para a reacao, devido ao efeito de ativacéo das reagdes quimicas proporcionada pelo
processo de cavitagdo, além disso produz um subproduto (glicerol) com maior pureza (KUMAR
etal., 2011).

O ultrassom de baixa frequéncia vem sendo utilizado em reacGes de transesterificacdo
catalisadas por Aacido, bases e também por enzimas (VELJKOVIC; AVRAMOVIC;
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STAMENKOVIC, 2012). Nos processos envolvendo catalisadores enzimaticos, é preciso ter
um maior cuidado com o uso do ultrassom, visto que o fenémeno de cavitagcdo gera um aumento
na temperatura da reacdo e as enzimas séo biocatalisadores sensiveis a elevadas temperaturas,
podendo ser inativadas. No entanto, essa inativa¢do nao ocorre em todas as situacdes, pois 0
efeito do uso do ultrassom pode ser destrutivo ou construtivo, e isso dependera da intensidade
das ondas aplicadas ao sistema (SANTIN, 2013).

A irradiacdo ultrassénica em reatores batelada ou continuo, pode ser feita de maneira
indireta, onde o reator é imerso em banhos ultrassdnicos € a energia é transmitida através de
um liquido, normalmente agua. Neste formato tem-se uma grande dispersdo de energia e,
consequentemente, uma menor influéncia das ondas de ultrassom sobre a reagdo. Ja a irradiacdo
na forma direta, ocorre através da imersdo de uma sonda (probe) de ultrassom, diretamente na
reacao, tornando o processo normalmente mais eficiente. A sonicacdo pode ser realizada de
forma continua ou em pulsos, neste Ultimo caso, o equipamento trabalha de maneira
intermitente, ligando e desligando durante todo o processo (BARBOZA; SERRA, 1992;
VELJKOVIC; AVRAMOVIC; STAMENKOVIC, 2012).

Até 0 momento poucas pesquisas sdo encontradas na literatura utilizando a tecnologia de
ultrassom para a sintese enzimatica de biodiesel, quando comparadas aos estudos ja
desenvolvidos empregando esta tecnologia para a catalise quimica (TRENTIN et al., 2015;
VELJKOVIC; AVRAMOVIC; STAMENKOVIC, 2012). A Tabela 2 apresenta um resumo das

condicdes reacionais e dos resultados obtidos por alguns autores para esta reacao.
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Tabela 2 - Compilacéo dos principais parametros reacionais otimizados para a sintese enzimatica de biodiesel utilizando a tecnologia de ultrassom

Alcool - Amplitude / Rendi
Autor Reacao Mat_erla- RM % Enzima  Solvente Tipo de CA'CIO./ Tempoeratu ra Tempo mento
prima (4lcool/6leo) Ultrassom Poténcia / (°C) (%)
Frequéncia/
" C/O:
Alcool Banho
(YUetal., e n . . Metanol 6 % i . N 50 %
2010) Transesterificacdo  Oleo de soja 6:1 CALB ar-lr;?lritco (+V|k;ra:$]§1o/50 C/E: 40 4h 96
P 500W/40kHz
5%
Oleo de Lipase thlda C/O:
. a partir de 50 % <
(KUMAR et al., . . pinhdo-manso Metanol Sonda S Né&o .
Transesterificagdo _ Enterobacter _ Ciclo: 0,7s - 30 min 84,5
2011) (Jatropha 4:1 (D: 7 mm) IE: / especificada
curcas L) -aerogenes C/E: 200 W.
' imobilizada 24 kHz
em silica
C/O:
100 % RML 86
0,
(BATISTELLA Transesterificagdo  Oleo de soja Etanol 12137/; IOQ/ol\/”_ - Banho /40 % 57°C RML/ 4h (RML)
etal., 2012) ¢ J 3:1 CALB CALB 63°C CALB 57
C/E: 132 W/ CALB)
37 kHz
(GHARAT; Rt . Dimetil- 0 Banho ]
RATHOD, Transesterificacdo Oleo d_e fritura carbonato 10% CALB - (+vibracao/100 C/E: 200 W/ 60 4h 86,61
residual ] 25 kHz
2013) 6:1 rpm)
(SUBHEDAR et S Oleo de Metanol 0 ) C/E: 120 W/
al., 2015) Transesterificacao girassol 31 3% TLL Banho 40 khz 40 4h 96
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Oleo de

(MICHELIN et e S Etanol 20 % CIE: .
al., 2015) Transesterificacdo Macauba/Oleo 91 CALB Banho 132\W/40kHz 65 30 min 70
de Coco
6 %
(ADEWALE; Residuo de Metanol imgébi\lli_zBada 40% - 5Hz NEo
DUMONT; Transesterificagdo  gordura de 41 (empresa Sonda CIE: especificada 20 min 85,6
NGADI, 2015) sebo bovino ' CLEA 500W/20kHz ~ °°P
Tecnhologies)
C.0.
(SUBHEDAR,; Oleo de fritura Acetato de Sonda 80 W
GOGATE, Interesterificacéo residual metila 3%TLL (D: 11 mm) Ciclo: 60% 40 3h 96,1
2016) 1:9 ' C/E: 120
W/20kHz
YT
(BHANGU: 0,23 % lipase C;O.
) < de 10% =40 W <
GUPTA; Transesterificacao Oleo de Metanol Candida Sonda 22kHz Nao 15h ~100
ASHOKKUMA ¢ canola 5:1 (D: 35 mm) C/E: especificada '
R, 2017) rugosa :
' 400W/20kHz
co 88
Oleo de soja/ Etanol . 70°Csoja/ 4hsoja/ (soja)
(SANTIN etal., Transesterificacao Oleo de 1:3soja/ 20 % CALB Banho 40 W soja/ 65 °C 15h 70
2017) . _ . 132W . . .
macauba 1:9 macauba . macauba macauba (macau
macaulba ba)
N/I® C.0.
(GUPTA etal., e a2 Metanol Lipase de Sonda 40W/ 20kHz Nao .
2017) Transesterificagdo  Oleo de Neem 5:1 Proteus (D: 10 mm) CIE: especificada 30 min %8
vulgaria 400W/20kHz

*C/O - condig@es 6timas C/E - condigdes do equipamento de ultrassom
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Atraveés de uma analise geral dos dados da Tabela 2, a qual apresenta um compilado dos
ultimos trabalhos encontrados na literatura para sistemas utilizando a catélise enzimética
combinada ao uso da tecnologia de ultrassom na sintese de biodiesel é possivel observar que
todos os autores obtiveram bons rendimentos em tempos de reacdo de no maximo 4 h. Observa-
se com este resultado, que a utilizacdo do ultrassom, cumpre com a sua proposta de ativacdo
das reacdes quimicas, possibilitando reducfes consideraveis no tempo de reacdo com elevados
rendimentos. Por exemplo, Poppe et al. (2015b) obtiveram rendimentos de aproximadamente
40 % em 10 h, para a reacdo de transesterificacdo do 0leo de oliva, catalisada pelas enzimas
TLL e CALB, utilizando um sistema convencional de agitacdo. Comparando este resultado com
os da Tabela 2, utilizando os mesmos biocatalisadores, pode-se observar uma reducgéo
significativa no tempo do processo e melhores resultados de rendimento (ADEWALE;
DUMONT; NGADI, 2015; MICHELIN etal., 2015; POPPE et al., 2015b; SANTIN et al., 2017;
SUBHEDAR; GOGATE, 2016).

Quando se analisa o tipo de matéria prima utilizada nestes trabalhos, pode-se perceber
uma tendéncia, a partir do ano de 2013, por 6leos e gorduras residuais, como o 6leo de fritura
e o residuo do sebo de carne bovina e também por 6leos que ndo sdo utilizados tradicionalmente
na alimentacdo, como o 6leo de macauba e de neem. Essa tendéncia deve-se ao fato de que a
matéria prima influencia diretamente no custo final do biodiesel, e cada vez mais pesquisadores
vem buscando tornar esse biocombustivel competitivo ao diesel de petréleo. Sendo assim, a
reducdo dos custos da matéria prima é essencial, e pode ser obtida através da substituicdo de
matérias primas mais caras, como exemplo do 6leo de soja, por materiais residuais e de fontes
alternativas, ndo competitivas com a cadeia alimentar, levando a uma redugéo no custo final do
produto (SANTIN et al., 2017).

Em relacdo ao tipo de aceptor acila, pode-se notar que mais da metade dos trabalhos
usaram o metanol, o qual é o alcool mais utilizado tanto em pesquisas como nos processos em
escala industrial de sintese de biodiesel, principalmente pelo seu baixo custo e elevada
reatividade (VERMA; SHARMA; DWIVEDI, 2016). Os trabalhos mostrados na Tabela 2 que
utilizaram o etanol como aceptor acila foram desenvolvidos no Brasil, onde a produgédo deste
alcool é consolidada, permitindo o seu uso a um custo mais baixo. Além disso, o uso do etanol
torna o processo menos toxico e mais sustentavel, visto que este alcool € de origem renovavel
(POPPE, 2017). Quando se analisa as razdes molares alcool:6leo empregadas nas reacoes,
pode-se perceber que mais da metade dos autores obtiveram como condigdes Otimas, razdes

molares entre 3:1-5:1. Em reagdes utilizando sistemas de agitagdo convencional, as razdes
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molares variaram entre 4:1 e 12:1 (POPPE et al., 2015b; VERMA; SHARMA; DWIVEDI,
2016). Sendo assim, pode-se observar uma reducdo na quantidade de alcool necesséria para que
a reacdo ocorra. Confirmando que na presenca de um sistema de ultrassom € possivel reduzir o
excesso do alcool necessario, tornando o processo mais barato (KUMAR et al., 2011).

ReacOes enzimaticas em sistemas isentos de solvente apresentam uma maior
viscosidade e imiscibilidade do substrato (DOSSAT; COMBES; MARTY, 2002), e
consequentemente a taxa da reacdo pode ser reduzida por limita¢6es na transferéncia de massa
entre o substrato e a enzima (ROMERO et al., 2007). No entanto, quanto utiliza-se um sistema
de ultrassom é possivel reduzir essas limitacGes, através do fendmeno de cavitagdo, o qual
promove uma mistura eficiente das fases, eliminando a necessidade deste reagente (LIU et al.,
2008). Este resultado pode ser confirmado através dos trabalhos apresentados na Tabela 2, onde
todos os autores, com exce¢do do Yu et al. (2010), obtiveram bons rendimentos de biodiesel,
utilizando sistemas de ultrassom, na auséncia de solventes.

Também é possivel observar que com o uso de um sistema de ultrassom € possivel
reduzir a quantidade de biocatalisador na grande maioria das reagdes, isto porque a transferéncia
de massa é facilitada e o catalisador em alguns casos pode ser ativado (GOGATE, 2008). Além
disso, percebe-se que as reacdes conduzidas na presenca de irradiacdo ultrassénica emitida de
forma direta (sonda) utilizaram uma menor quantidade de biocatalisador do que as reacgdes
realizadas em banhos, onde as ondas sdo emitidas de maneira indireta, consequentemente a
eficiéncia do processo € menor (BARBOZA; SERRA, 1992).

Avaliando-se a Tabela 2, nota-se que a maioria dos trabalhos foram realizados utilizando
banhos ultrassdnicos, e que a sonda comegou a ser empregada nas reacdes de sintese enzimatica
de biodiesel, mais recentemente. Pode-se perceber, que com o0 uso da sonda, 0s rendimentos
das reacGes aumentaram e o tempo do processo diminuiu, como exemplos, Gupta et al. (2017)
obtiveram aproximadamente 98 % de conversdao em 30 min, enquanto Adewale et al. (2015)
atingiram 85,6 % em apenas 20 min. Estes resultados podem estar associados com a aplicagédo
direta da irradiacdo ultrassonica, tornando os efeitos de ativagdo das rea¢fes quimicas ainda
mais eficientes (BARBOZA; SERRA, 1992). Além disso, o uso da irradiagdo direta, também
permitiu a reducdo da concentragdo de enzima, a qual variou entre 3-6 % em relagcdo a massa
de dleo, comparado a percentuais entre 6-27,1 % nas reagfes conduzidas em banhos de
ultrassom. Outra vantagem deste sistema, € a maior possibilidade de escalonamento do processo
quando comparado ao banho ultrassénico, etapa fundamental para viabilizar a aplicacdo desta

tecnologia a nivel industrial.
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Veljkovic; Avramovic; Stamenkovic (2012) analisaram os resultados obtidos por
diversos autores para a reacdo de transesterificacdo, comparando a técnica de ultrassom, com
outras técnicas como irradiacdo por micro-ondas, agitacdo combinada com aquecimento e
cavitacdo hidrodinamica. Com esta investigacao, observaram que o ultrassom é na maioria dos
casos mais eficiente que a agitacdo mecanica combinada com aquecimento, proporcionando
maiores rendimentos em menores tempos de reacdo, independentemente do tipo de ultrassom,
catalisador ou matéria prima. Ja a radiacdo por micro-ondas apresentou resultados ainda mais
interessantes que o ultrassom e a cavitacdo hidrodinamica, proporcionando reducdes drasticas
na producgéo de subprodutos e no tempo de separacdo das fases, e proporcionando conversoes
de 100 % em 2 min de reacdo comparado a 99 % em 5 min utilizando o ultrassom. A técnica
de cavitacdo hidrodinamica apresentou resultados semelhantes ao ultrassom, no entanto com
uma correta configuracdo do sistema, 0 consumo energético pode ser menor que o requerido
para o sistema de ultrassom.

Apesar das inumeras vantagens na utilizacdo de um sistema de ultrassom para a sintese
de biodiesel, novas pesquisas precisam ser desenvolvidas a fim de superar as limitacGes técnicas
e de processo ainda existentes. Muitas metodologias ja vém sendo desenvolvidas, na busca de
melhorar esse processo e reduzir seus custos, possibilitando o aumento de escala. Entre as
técnicas mais utilizadas, estdo: a otimizacdo das variaveis do processo através de analises
estatisticas, o desenvolvimento de modelos cinéticos, o desenvolvimento de um processo
continuo e de novos modelos de reatores utilizando o ultrassom. Acredita-se que uma
alternativa promissora para a sintese enzimatica de biodiesel € a combinacdo de um reator
continuo  assistido por irradiacdo  ultrassénica (VELJKOVIC; AVRAMOVIC;
STAMENKOVIC, 2012).

Tendo em vista o elevado custo das enzimas, o reuso deste biocatalisador é fundamental
para que esta tecnologia possa ser implementada em escala industrial para a sintese de biodiesel.
Sendo assim, a maioria dos autores apresentados na Tabela 2, avaliaram a estabilidade das
lipases com o uso da tecnologia de ultrassom, apés alguns ciclos de reuso. Gupta et al. (2017)
observaram que apdés 5 ciclos utilizando a lipase de Proteus vulgaria, o rendimento de ésteres
passou de 100 para 67 % no ultimo ciclo. Santin et al (2017) encontrou uma reducdo da
atividade enzimatica de aproximadamente 6,2 % a partir do 3° ciclo utilizando a lipase CALB,
para os dois 6leos estudados. Subhedar e Gogate (2016) observaram um decréscimo no
rendimento de biodiesel a cada reuso, devido a perda gradativa da atividade da enzima TLL, a

qual apresentou apenas 25 % da sua atividade inicial ao final do 7° reuso. Michelin et al. (2015)
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obteve um decréscimo de 40 % na conversdo de ésteres, apos 5 ciclos de reuso da lipase CALB.
Os autores consideraram vantajoso o reuso desta enzima para a reacéo de transesterificagdo até
0 5° ciclo. Ja Gharat e Rathod (2013) observaram um decréscimo de apenas 5 %, no rendimento
de biodiesel ap0s 5 ciclos de reuso. Os autores associaram a perda da atividade, com a ruptura
da enzima e ndo a sua inativagdo pelo efeito do ultrassom. Yu et al (2010) também obtiveram
um decréscimo de apenas 4 % na atividade da CALB, sugerindo que este biocatalisador é
adequado para reacdes em presenca de ultrassom. Batistella et al. (2012) observaram que a
lipase CALB mesmo tendo apresentado menores conversdes de ésteres, manteve sua atividade
enzimatica constante durante 8 ciclos de reuso, no entanto, a conversdo de ésteres reduziu a
partir do 4° ciclo. Ja a enzima RML apresentou uma reducdo tanto na atividade, quanto na

conversdo de ésteres apds o 2° ciclo. Os demais autores nao avaliaram o reuso das enzimas.
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CAPITULO 3 - Materiais e métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Biocatalisadores e reagentes utilizados para a sintese de biodiesel

Os experimentos foram realizados utilizando-se como biocatalisadores as lipases: TLL
imobilizada em resina acrilica (Lipozyme TL-IM), RML imobilizada em resina de troca idnica
(Lipozyme RM-1M) e CALB imobilizada em resina macroporosa (Novozym 435), gentilmente
doadas pela empresa Novozymes (Novozymes, Espanha). Como matéria-prima lipidica
utilizou-se 6leo de soja, adquirido em mercado local. Suas propriedades fisico-quimicas e
composicao de acidos graxos estdo apresentadas na Tabela 3. Para a composicao do substrato,

além do 6leo de soja, utilizou-se etanol, e como solvente, terc-butanol, ambos de grau analitico.

Tabela 3 — Composicdo de acidos graxos e propriedades fisico-quimicas do 6leo de soja

Composicao de &cidos graxos

Acido Graxo Estrutura Quimica Composicéo (%)
Palmitico C16:0 11,4
Palmitoléico Cil6:1 0,2
Estearico C18:0 4,1
Oleico Ci18:1 23
Linoleico C18:2 53,4
Linolénico C18:3 6,6

Propriedades fisico-quimicas

Parametro
indice de iodo gl,100g? 120-141
indice de mg KOH g 180-200
saponificacao
Acidez g oleic acid 100 g <0,3
1
indice de perdxido Meq kg™ <10
Peso molecular g mol? 884

Fonte: (POPPE, 2017)

3.1.2 Sistema reacional
O sistema reacional construido neste estudo para a sintese enzimatica de ésteres etilicos
é composto por um reator de vidro encamisado, com uma sonda de ultrassom acoplada na parte

superior do reator, conectado a um banho-maria e a um termopar para 0 controle e
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monitoramento da temperatura da reacdo. Este sistema estd apresentado na Figura 5 e as

especificacOes dos equipamentos utilizados estdo descritas na Tabela 4.

Figura 5 — Reator batelada para sintese de biodiesel com sonda de ultrassom acoplada.

Tabela 4 — Especificagdo dos equipamentos utilizados no sistema reacional para producao de

biodiesel
Descrigdo Especificacéo
Confeccionado em oficina especializada
1 Reator de vidro encamisado Diametro: 34 mm
Altura: 45 mm

2  Mangueiras de entrada e saida da camisa de circulagdo para o controle de temperatura
3 Termopar Sonda flexivel - QSonica
4 Sonda ultrassénica Qsonica — Diametro: 12,7 mm
- Ultrassom QSonica — Modelo Q700- 700W/20kHz
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3.2 Procedimento experimental

3.2.1 Experimentos preliminares
3.2.1.1 Avaliacao de um sistema constituido por reatores de leito fixo conectados em série para
a sintese enzimatica de ésteres etilicos

Para estes ensaios utilizou-se o reator apresentado na Figura 6, o qual apresenta 65 mm
de altura e 10 mm de didmetro, com um volume Util de 1,4 mL, equipado com uma camisa

externa para o controle de temperatura.

Figura 6 - Reator utilizado para sintese enzimatica de biodiesel
A Figura 7 mostra a representacdo esquematica dos experimentos de transesterificacdo

enzimatica do 6leo de soja, através de dois reatores de leito fixo empacotados com uma mistura

de lipases e conectados em série.
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Figura 7 - Esquema experimental dos reatores de leito fixo em duplo estagio

Em (1) tem-se o substrato homogeneizado por um agitador magnético; (2) bomba
peristaltica responsavel por alimentar os reatores com substrato no sentido ascendente; em (3)
reatores de coluna encamisados para o controle da temperatura da reacdo e empacotados com a
mistura de biocatalisadores; (4) frasco de coleta do produto. O controle de temperatura foi
realizado a partir de uma banho-maria conectado a camisa do reator.

As condigdes reacionais utilizadas nestes experimentos preliminares foram baseadas nas
condigdes otimizadas por Poppe (2017), onde a mistura de lipases utilizada foi de 50 % de
CALB, 27,5 % de RML e 22,5 % de TLL, a razdo molar do substrato foi de 8,09:1 etanol:6leo
de soja, o percentual de solvente utilizado foi de 20 % de terc-butanol em relacdo a massa de
6leo e a temperatura da reacdo foi de 40 °C. Diferentes vazfes de alimentacdo do substrato
foram testadas para a avaliagdo do comportamento do sistema operacional.

3.2.1.2 Avaliacdo de reatores de leito fluidizado para a reacdo de sintese enzimatica de ésteres
etilicos
Inicialmente foram realizados ensaios de fluidizacdo utilizando o reator apresentado na

Figura 8 (A), o qual apresenta 150 mm de altura e 15 mm de diametro.

27



Figura 8 - Reatores utilizados para as reac@es de sintese de biodiesel em leito fluidizado.

O esquema experimental utilizado para os primeiros ensaios de fluidizacao realizados no
reator da Figura 8 (A) esta apresentado na Figura 9. O sistema é composto por: (1) agitador
magnético para a homogeneizacdo do substrato; (2) bomba peristaltica para a alimentagdo do
substrato no reator; (3) reator de coluna encamisado para o controle da temperatura, com
particulas de biocatalisador; (4) frasco para coleta dos produtos; (5) bomba peristaltica para a
recirculacdo do produto. O controle de temperatura foi realizado a partir de uma banho-maria

conectado a camisa do reator.

W

QL& L

Figura 9 - Esquema experimental para o reator de leito fluidizado com recirculacgdo lateral

Inicialmente foram realizados diversos ensaios de fluidizagao, utilizando-se as condi¢Ges
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reacionais previamente otimizadas por Poppe (2017) e descritas no item 3.2.1.1. Nestes ensaios
avaliou-se o comportamento do sistema operacional, através de diferentes vazbes de
alimentacéo e recirculacdo, alem de diferentes quantidades de enzima.

Apos alguns testes, decidiu-se por otimizar as condi¢cfes reacionais do processo atraveés
de um delineamento composto central rotacional (DCCR), avaliando-se as variaveis:
temperatura, % de solvente e composi¢do do combi-lipase, utilizando apenas as lipases CALB
e a TLL. As variaveis e 0s niveis utilizados estdo apresentados na Tabela 5. Como resposta
deste planejamento tem-se a conversao de ésteres etilicos. Todas as reacdes foram conduzidas
em batelada utilizando-se como substrato 6leo de soja e etanol, com uma razdo molar de 6:1,
25 % de enzima em relagdo a massa de dleo e como solvente utilizou-se o terc-butanol. As

reacOes foram conduzidas por 18 h sob uma agitacdo de 180 rpm.

Tabela 5 - Variaveis e niveis utilizados no DCCR

Variavel Nome Niveis codificados
-1,68 -1 0 1 1,68
X1 Temperatura (°C) 30 36,07 45 55,5 60
X2 Solvente (%) 0 6,07 15 25,5 30
X3 CALB (%) 0 20,24 50 85 100

Com as condicdes reacionais otimizadas, realizou-se novos ensaios de fluidizacdo, onde
também foram testadas diferentes vazdes de alimentacao e recirculacdo e diferentes quantidades
de enzima para a avaliagdo do comportamento do sistema operacional.

Devido a alguns problemas operacionais, um novo reator foi confeccionado, baseado no
estudo desenvolvido por Fidalgo (2014). A Figura 8 (B) mostra a nova configuracéo do reator,
0 qual apresenta 250 mm de altura e 10 mm de diametro.

A Figura 10 representa o esquema experimental utilizado nos ensaios de fluidizacéo

realizados com o novo reator.
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Figura 10- Esquema experimental 1 para o reator de leito fluidizado com recirculacdo entre a
base e o topo do reator

Neste novo esquema experimental, a alimentacdo do substrato foi realizada através da
bomba 2, de maneira ascendente e a recirculacdo através da bomba 5, no sentido do topo para
a base do reator. Os testes de vazao de alimentacdo e recirculacéo e quantidade de biocatalisador
foram realizados tomando-se como referéncia as condi¢es Otimas utilizadas por Fidalgo
(2014).

Apos alguns ensaios, decidiu-se por adicionar uma terceira bomba na linha de saida dos
produtos, programada com a mesma vazao da bomba de alimenta¢éo, conforme apresentado na

Figura 11.

4]

Figura 11 - Esquema experimental 2 para o reator de leito fluidizado com recirculagéo entre a

base e o0 topo do reator

Com esta nova configuracao, o sistema foi ligado em etapas, a fim de evitar a formacao

de bolhas de ar no sistema. Sendo assim, inicialmente ligou-se a bomba de alimentacé&o,
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esperou-se que todo o reator e as mangueiras estivessem completos com o substrato, e entéo
ligou-se a bomba de recirculagéo e de coleta dos produtos.

As condicBes reacionais ndo foram alteradas e novos testes de vazdo de alimentacéo do
substrato e quantidade de biocatalisador foram realizados, para a avaliagdo do comportamento

deste novo sistema operacional.

3.2.2 Condicdes da reagéo de transesterificacdo

As reag0Oes de transesterificagdo foram realizadas em batelada no aparato experimental
descrito no item 3.1.2.

As condic¢es reacionais utilizadas foram baseadas em estudos prévios realizados pelo
grupo, para o 6leo de soja (POPPE, 2017):

e 15 % de biocatalisador em relacdo a massa de 6leo;

e Biocatalisador - combi-lipase: 10 % TLL, 15 % RML e 75 % de CALB;

e Razdo Molar (Etanol:Oleo): 6:1

e Temperatura: 40 °C

As reacdes foram conduzidas por 1 h, em duplicata, e o percentual de ésteres foi avaliado

nos tempos: 15 min, 30 min e 1 h para a determinagéo da taxa inicial da reagdo (mmol L™t h 1).

3.2.3 Avaliacdo de diferentes amplitudes do ultrassom
Inicialmente utilizou-se o sistema de ultrassom continuamente, avaliando-se o efeito de
diferentes amplitudes (10, 20, 30, 40 e 50 %) de ultrassom, na conversédo de ésteres etilicos. As
reacOes foram conduzidas por 2 h, e o percentual de ésteres obtido foi avaliado nos tempos: 15
min, 30 min, 45 min, 1 he 2 h.
As demais condicOes reacionais seguem o descrito no item 3.2.1.

3.2.4 Delineamento composto central rotacional

Apos ter avaliado o efeito das diferentes amplitudes na sintese de ésteres etilicos, e
observado uma elevacao gradativa da temperatura da reagdo com o aumento da amplitude e
com uso continuo das ondas de ultrassom, optou-se por otimizar as condi¢des deste sistema,
utilizando um DCCR. As variaveis avaliadas neste planejamento foram: amplitude, o uso de
pulsos de ultrassom e tempo de pulso, as quais séo apresentadas na Tabela 6 juntamente com
o0s niveis codificados e seus respectivos valores. A escolha dos niveis foi realizada através de

ensaios preliminares.
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As demais condicdes reacionais seguem o descrito no item 3.2.1.

Tabela 6 - Variaveis e niveis utilizados no DCCR

Variavel Nome Niveis codificados
-1,68 -1 0 1 1,68
X1 Amplitude (%) 30 38,1 50 61,9 70
X2 Pulso (%) 30 38,1 50 61,9 70

X3 Tempo de Pulso (s) 5 7,02 10 12,98 15

A andlise estatistica dos resultados obtidos foi realizada com o auxilio do programa
Statistica 7.0, onde foi avaliada a influéncia das varidveis independentes: amplitude, pulso e
tempo de pulso na taxa inicial da reacdo de transesterificacao.

A matriz do planejamento foi construida com 8 pontos fatoriais, 6 pontos axiais e 2
replicatas no ponto central, como apresentada na Tabela 8 (Capitulo 4). Os efeitos das variaveis,
0s respectivos erros e a significancia estatistica (p-valor) foram calculados com um limite de
confianca de 95 %.

O modelo polinomial de segunda ordem, utilizado para a modelagem dos dados

experimentais é apresentado pela Equacéo 1:

Y = By + IBiXi + IBiXiXj + XBuXi’
Equacdo 1 — Modelo polinomial de segunda ordem.

Onde Y representa a variavel de resposta, Bo a constante, Bi, fii and Bij sdo os coeficientes
dos efeitos linear, quadratico e de interacdo, respectivamente. Enquanto X; e X representam 0s
niveis codificados das variaveis Xi € Xj

As superficies de resposta foram obtidas através do modelo matematico, e utilizadas para

definir as condi¢des Otimas de operacdo para cada variavel.

3.2.5 Avaliagdo de diferentes concentragdes de biocatalisador

Utilizando as condigdes otimizadas do sistema de ultrassom, avaliou-se o percentual
6timo de biocatalisador para a reagdo de transesterificacdo. Foram avaliados percentuais de 5,
15 e 25 % de biocatalisador em relacdo a massa de 6leo presente no substrato.

A razdo molar, a composicao da mistura de lipases e demais condigdes reacionais seguem

o0 descrito no item 3.2.1.
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3.2.6 Avaliacdo de diferentes razdes molares do substrato

Tendo em vista que 0 uso de ondas de ultrassom promove uma mistura reacional mais
eficiente que a agitacdo mecéanica, melhorando a miscibilidade entre os reagentes, podendo
assim reduzir a razdo molar entre etanol e 6leo, avaliou-se diferentes raz6es molares: 3:1, 6:1 e
9:1 para a reacdo de transesterificacao.

Utilizou-se as condices otimizadas do ultrassom e as demais condi¢cbes reacionais

seguem o descrito no item 3.2.1.

3.2.7 Efeito do solvente

O solvente utilizado nos experimentos foi o terc-butanol, com um percentual de 20 %
em relacdo a massa de 6leo. A escolha do solvente, bem como a concentracdo utilizada foi
baseada em estudos prévios do grupo (POPPE, 2017). As demais condi¢des reacionais seguem

0 descrito no item 3.2.1 e as condigOes otimizadas do sistema de ultrassom.

3.2.8 Efeito do uso de um sistema de agitacdo continuo

Afim de avaliar a necessidade do uso de um sistema de agitacdo continuo para a reacdo
de transesterificacdo, quando o sistema de ultrassom é utilizado de forma intermitente (em
pulsos), realizou-se um experimento utilizando um agitador magnético operando
continuamente durante toda a reagcdo. As condi¢des reacionais e do sistema de ultrassom, foram

as descritas no item 3.2.1 e as otimizadas pelo DCCR, respectivamente.

3.2.9 Cinética da reacdo de transesterificacdo

Realizou-se a cinética da reacdo de transesterificacdo assistida por ultrassom, com o
intuito de avaliar a maxima conversdo de ésteres etilicos. Neste experimento utilizou-se as
condigdes descritas no item 3.2.1 e as condic¢des 6timas do sistema de ultrassom A reacao foi
realizada durante 6 h, avaliando-se o percentual de ésteres nos tempos de: 15 min, 30 min, 1 h,
2h,3h,4h,5he6h.

3.2.10 Awvaliacgéo do uso das enzimas individualmente comparadas ao combi-lipase
A fim de avaliar a eficiéncia do combi-lipase em relacdo as enzimas individualmente,
realizou-se reagOes de transesterificacdo assistidas por ultrassom e catalisadas pelas enzimas

TLL, RML e CALB, separadamente. Utilizou-se 15 % de biocatalisador em relagdo a massa
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de 6leo do substrato. As demais condi¢fes seguem o descrito no item 3.2.1 e as condicGes

otimas do sistema de ultrassom.
3.3 Analise cromatografica

3.3.1 Purificacdo e preparacdo da amostra

Primeiramente, realizou-se o processo de separacdo do biodiesel do glicerol formado
durante a reacdo, adicionando-se agua destilada e centrifugando-se a mistura durante 15 min
(2. 500 x g). Ao final do processo, coletou-se a fase superior, a qual continha os esteres etilicos,
para posterior analise em cromatografo gasoso (Shimadzu, modelo GC-17A).

Como padrdo interno utilizou-se heptadecanoato de metila, dissolvido em solvente
heptano em uma concentracdo de 10 mg/mL.

Para a preparacdo da amostra para analise cromatografica pesou-se 50 mg dos ésteres
etilicos obtidos na reacéo e misturou-se com 1 mL de padrdo interno.

O percentual de FAEE foi calculado utilizando o método de normalizagdo com

padronizacdo interna, com base na norma europeia DIN EN 14103 22, conforme a Equacao 2.

SA—A Cpp.V,
C(%) = Pl PP % 100%

API M amostra

Equacdo 2 — Formula para célculo de percentual de FAEE.
Onde:
C (%) = Concentracdo de ésteres etilicos;
YA = Soma da &rea total dos picos de ésteres alquilicos de Ca até Cos;
Api = Area do pico correspondente ao padrdo interno;
Cri= Concentracdo do padrdo interno (10 mg/mL);
Vpi = Volume do padréo interno (mL);
Moamostra = Massa da amostra (mg)

3.3.2 Condigdes cromatograficas

As amostras foram analisadas em cromatdgrafo gasoso (Shimadzu, modelo GC-17A)
equipado com um detector de ionizacdo de chama (FID) e uma coluna capilar DB-5 (30 m x
0,25 milimetros ID x 0,25 mM, J&W Scientific). As condi¢des da analise foram: temperatura
do injetor: 300 °C; razéo de split = 1:30; temperatura do detector FID: 310 °C. Como gas de

arraste utilizou-se Nitrogénio com um fluxo de 1,0 mL min™. As condicBes cromatograficas
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foram: temperatura inicial da coluna de 50 °C; velocidade de aquecimento: 10 °C min™ até a
temperatura final de 310 °C. O volume injetado de amostra foi de 1 pL, e o tempo total da

analise foi de 32 min.
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CAPITULO 4 - Resultados e discussao

4.1  Resultados e consideracgdes dos experimentos preliminares

Esta dissertacdo de mestrado faz parte de um projeto maior denominado
“Desenvolvimento de um reator de coluna com lipases imobilizadas para a sintese de biodiesel
a partir de oleo vegetal residual” do Grupo de Pesquisa Biotecnologia, Bioprocessos e
Biocatalise, da UFRGS, o qual teve inicio no ano de 2013. Tendo como objetivo geral
desenvolver um reator continuo para a producéo de biodiesel através da catalise enzimatica por
misturas de lipases imobilizadas usando 0leo residual e etanol como matérias primas. Desde

entdo, diversos experimentos j& foram desenvolvidos pelo grupo:

1) Estudos de diferentes processos de imobilizacdo de enzimas, e suas influéncias na
estabilidade da enzima imobilizada;

2) Otimizagdo dos parametros reacionais para a reagdo de transesterificagdo, utilizando
diferentes matérias primas e mistura de lipases;

3) Estudo de diferentes sistemas para a reacdo de transesterificacdo: agitadores orbitais

(shaker), banho de ultrassom e reator de leito fixo.
E alguns destes trabalhos ja foram publicados na literatura:

MATTE, C. R.; BUSSAMARA, R.; DUPONT, J; RODRIGUES, R. C,;
HERTZ, P. F.; AYUB, M. A. Z. Immobilization of Thermomyces lanuginosus Lipase by
Different Techniques on Immobead 150 Support: Characterization and Applications. Applied
Biochemistry and Biotechnology, p. 1-14, 2014.

MATTE, C. R.; BORDINHAO, C.. POPPE, J. K. RODRIGUES, R. C.
HERTZ, P. F.; AYUB, M. A. Z. Synthesis of butyl butyrate in batch and continuous enzymatic
reactors using Thermomyces lanuginosus lipase immobilized in Immobead 150. Journal of
Molecular Catalysis B: Enzymatic, v. 127, p. 67-75, 2016.

POPPE, J. K., FERNANDEZ-LAFUENTE, R.; RODRIGUES, R. C.; AYUB,
M. A. Z. Enzymatic reactors for biodiesel synthesis: Present status and future prospects.
Biotechnology Advances, v. 33, n. 5, p. 511-525, 2015.
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POPPE, J. K.; MATTE, C. R.; PERALBA, M. D. C. R.; FERNANDEZLAFUENTE, R,
RODRIGUES, R. C.; AYUB, M. A. Z. Optimization of ethyl ester production from olive and
palm oils using mixtures of immobilized lipases. Applied Catalysis A: General, v. 490, n. 0, p.
50-56, 2015.

Desta forma, este estudo de mestrado objetivou dar continuidade a este projeto, tendo
como base os resultados anteriores, buscando utilizar as condi¢Ges ja otimizadas em seus
experimentos e aprimorar as técnicas de producdo de biodiesel catalisada por mistura de lipases
em novos modelos de reatores. Sendo assim, tomou-se como base as sugestdes de trabalhos

futuros realizadas em Poppe (2017).

4.1.1 Avaliacdo de um sistema constituido por reatores de leito fixo conectados em série para
a sintese enzimatica de ésteres etilicos

Poppe (2017), em uma das etapas de sua tese de doutorado desenvolveu um reator de leito
fixo, o qual consistia de um cilindro com 65 mm de altura e 10 mm de didmetro, com um
volume util de 1,4 mL, equipado com uma camisa externa para o controle de temperatura. O
leito do reator foi empacotado com uma mistura de lipases, otimizada previamente e por esferas
de vidro, que impediam a compactacao do leito, e consequentemente a formacéo de caminhos
preferencias e limitacGes na transferéncia de massa. Com este estudo foi possivel obter uma
estabilidade operacional de 30 dias para a reagdo de transesterificacdo utilizando o 6leo de soja
e 0 6leo residual de fritura. No entanto a conversao de biodiesel foi de apenas 50 %.

Tendo em vista a boa estabilidade operacional do sistema, no entanto com baixos
rendimentos, decidiu-se por iniciar este projeto de mestrado avaliando a sintese enzimatica de
biodiesel em reatores de leito fixo com duplo estagio. O objetivo deste estudo foi aumentar o
rendimento da reacdo, adicionando-se um segundo reator ao sistema, aumentando assim o
tempo de residéncia da mistura reacional no reator e consequentemente o rendimento da reagdo
(WANG et al., 2011).

Os experimentos iniciaram com o teste de diferentes vazdes de alimentacdo do substrato
no sistema reacional. No entanto para que o substrato chegasse no segundo reator, foi necessario
aumentar a vazao da bomba a niveis muito elevados para este modelo de reator, gerando uma
pressdo muito alta na primeira coluna, levando a vazamentos tanto nas mangueiras como na

tampa superior do reator, impedindo que a reacdo continuasse. Apds este experimento, novas
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tentativas foram realizadas, utilizando-se abracadeiras de nylon nas mangueiras e algumas
técnicas para fixar melhor a tampa do reator, tentando impedir os vazamentos, contudo, 0s
problemas operacionais continuaram e 0s objetivos esperados com estes experimentos nao
foram atingidos.

Uma alternativa para minimizar essa pressdo interna no primeiro reator, e possibilitar a
passagem do substrato até o segundo, seria a inclusdo de uma bomba na saida do primeiro
reator, succionando o produto formado e alimentando o segundo reator. No entanto, ndo havia
disponibilidade desse equipamento.

Sendo assim, optou-se por dar seguimento no projeto através do estudo da reacdo de
sintese enzimatica de biodiesel em reatores de leito fluidizado.

4.1.2 Avaliacdo de reatores de leito fluidizado para a reacdo de sintese enzimatica de ésteres
etilicos

O uso de reatores de leito fluidizado permitem uma melhor transferéncia de massa do
processo, através da homogeneizacdo do meio e movimentacdo das particulas, evitando a
decantagéo das enzimas no fundo do reator, e impedindo a ocorréncia de caminhos preferencias
(POPPE et al., 2015a). Motivada por estas vantagens e com 0 objetivo de obter um processo
continuo, com maiores rendimentos de biodiesel, utilizando um sistema diferente dos que ja
haviam sido desenvolvidos até o momento, optou-se por avaliar o uso de reatores de leito
fluidizado para a producéo de biodiesel catalisada por mistura de lipases imobilizadas.

Inicialmente foram realizados ensaios de fluidizacéo utilizando o reator apresentado na
Figura 8 (A), o qual foi desenvolvido com o objetivo de aumentar a escala do processo em
relacdo ao reator apresentado na Figura 6.

Os primeiros ensaios foram realizados utilizando-se a mistura de lipases previamente
otimizada por Poppe (2017) para o 6leo de soja. No entanto, pode-se observar ap6s diversos
ensaios e tentativas de melhorar o processo, que as enzimas ndo fluidizavam de maneira
homogénea, enquanto as enzimas CALB e a TLL estavam em movimento ao longo da coluna
do reator, a RML permanecia ao fundo, praticamente sem movimento e separada das demais.
Este comportamento esta associado as caracteristicas das particulas de biocatalisador, visto que
apresentam densidade, conformacéo e didmetros diferentes.

Com base neste comportamento, decidiu-se otimizar as condi¢des reacionais do processo
em fungdo da sintese de ésteres etilicos: temperatura, % de solvente e composi¢do do combi-

lipase, através de um DCCR. Entéo, através de uma analise estatistica dos resultados obtidos,
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com o auxilio do Software Statistica, obteve-se como condig¢fes 6timas: temperatura de 60 °C,
concentracdo de solvente de 10,5 % em relagdo a massa de Gleo e para a mistura de lipases 15
% de TLL e 85 % de CALB. Com estas condi¢des obteve-se uma conversdo de 90 %.

Com as condicdes otimizadas, realizou-se os primeiros ensaios de fluidizagdo, onde
foram testadas diferentes vazdes de alimentacgdo e recirculacdo e também diferentes quantidades
de enzima. Um sistema de recirculagéo foi utilizado, pois a vazéo de alimentagdo em processos
envolvendo biocatalisadores ndo pode ser muito alta, visto que é preciso um tempo de contato
maior entre o0 substrato e as enzimas para que a reacdo ocorra. A partir do momento em que
obteve-se uma relagéo entre vazao de alimentagéo/recirculacéo e quantidade de biocatalisador,
que permitisse uma movimentacdo homogénea das particulas, deixou-se o experimento
funcionando de maneira continua, a fim de observar seu comportamento e a conversao de
ésteres. No entanto, o sistema ndo manteve-se estavel, ap6s alguns minutos de reacdo ja era
possivel observar que a altura do leito ia diminuindo ao longo do tempo, até que todas as
enzimas decantaram, ndo havendo mais movimentacdo do leito. Desta forma, manteve-se a
vazdo de alimentacdo constante, e testou-se vazdes de recirculacdo mais altas, que levaram a
problemas de vazamento tanto nas mangueiras quanto na tampa do reator, sugerindo que a
pressdo interna dentro do leito era muito alta para a estrutura do reator.

Apos algumas discussfes e novas pesquisas na literatura, decidiu-se por construir um
novo reator com algumas alteracbes na configuragdo. Tomou-se como base o trabalho
desenvolvido por Fidalgo (2014), o qual realizou a producdo enzimatica de biodiesel em um
reator de leito fluidizado a partir da etandlise do 6leo de babacu. Obtendo conversdes de
biodiesel de 98 % utilizando como catalisador a lipase CALB, durante 15 dias de operagéo, sem
a perda da atividade do biocatalisador (FIDALGO, 2014).

Sendo assim, o0 novo reator foi confeccionado mantendo-se as mesmas relacées de altura
e didmetro utilizadas pelo autor, assim como a mesma forma de alimentacéo e recirculagdo do
substrato e produto, respectivamente. As principais diferencas deste novo sistema, quando
comparado ao da Figura 9, sdo a relagcdo de altura e didametro do leito, onde o novo reator
apresenta uma relacdo didmetro e altura 40 % maior que o reator da Figura 8 (A), e o sistema
de recirculagdo que é feito entre o topo e a base do reator.

De acordo com a Figura 10, com a alimentacdo do substrato sendo realizada através da
bomba 2, de maneira ascendente e realizando-se a recirculacdo através da bomba 5, no sentido
do topo para a base do reator, realizou-se 0s primeiros testes de vazdo e quantidade de

biocatalisador, tomando como referéncia as condi¢fes 6timas encontradas por Fidalgo (2014).
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Porém, mesmo com essa nova configuracdo, os problemas experimentais continuaram, além
das questdes relacionadas aos vazamentos, o sistema de recirculagdo ndo funcionou de maneira
esperada. A bomba 5 de recirculacédo, que estava conectada na saida do reator juntamente com
a saida dos produtos, onde as linhas estavam separadas por um divisor em Y, comegou a
succionar o produto, invertendo o fluxo do processo no sentido do frasco do substrato, e
consequentemente, esvaziando a coluna do reator.

Né&o se esperava que a bomba de recirculacéo fosse influenciar de tal maneira o sistema,
uma vez que esta bomba succiona o produto no topo do reator, retornando-o diretamente ao
sistema, na mesma vazdo. Entdo, buscando alternativas para solucionar este problema,
adicionou-se uma terceira bomba na linha de saida do produto, programada com a mesma vazao
da bomba de alimentacdo, conforme representado na Figura 11.

Nos primeiros 30 minutos de reacdo, o reator mante-se estavel, com uma fluidizacao
homogénea, no entanto, ao longo do processo, bolhas de ar formaram-se e a bomba de
recirculagcdo voltou a influenciar no sentido do fluxo, sugerindo que mais uma vez, 0
dimensionamento e a confeccdo deste reator ndo estavam corretos, impedindo a continuidade
destes experimentos.

Neste momento, tendo em vista as inimeras dificuldades enfrentadas com os reatores de
leito fixo em duplo estagio e de leito fluidizado, e levando-se em consideracdo o pouco tempo
para o término do mestrado, decidiu-se por mudar a dire¢do do projeto, iniciando-se o estudo
da avaliacdo da influéncia de um sistema de ultrassom, por irradiacdo direta, na sintese
enzimatica de biodiesel utilizando um reator em batelada.

No entanto, em paralelo com estes ensaios, um novo reator de leito fluidizado foi
idealizado e comecou a ser confeccionado, com novas alteracfes na sua configuragéo: i) a
tampa do reator sera com rosca, impedindo que ocorra vazamentos; ii) a recirculacdo voltara a
ser lateral, pois percebeu-se que com um divisor em Y, ndo foi possivel realizar a recirculacéo
sem influenciar na direcdo do fluxo do sistema; iii) o suporte utilizado para manter as enzimas
aprisionadas no leito, sera feito a partir de uma tela metalica e ndo mais de vidro sinterizado,
devido a resisténcia na passagem do fluxo que este material estava proporcionando. Acredita-
se que este é um dos principais fatores da configuragdo do reator que tem levado a elevadas
perdas de carga do sistema, impedindo que o leito mantenha uma fluidizagéo estavel, além de
auxiliar na pressao interna gerada, resultando no vazamento nas conexdes com as mangueiras.
Contudo, devido ao prazo para conclusdo do mestrado, ndo foi possivel apresentar estes

resultados.
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4.2  Cinética da reacdo de transesterificacdo
A fim de otimizar a eficiéncia da reacdo de transesterificacdo catalisada por lipases
imobilizadas, para a producdo de biodiesel, utilizou-se um sistema de ultrassom, com o intuito
de aumentar a miscibilidade entre os reagentes e assim favorecer a transferéncia de massa e a
taxa da reacéo, reduzindo o tempo do processo e o consumo de reagentes (YU et al., 2010).
Neste sentido, inicialmente avaliou-se a influéncia de diferentes amplitudes de ultrassom,
atuando de forma continua na reagdo de transesterificagio, na taxa inicial da reagio (mmol L*

h). O resultado deste estudo esta apresentado na Tabela 7 e na Figura 12.

Tabela 7 - Taxa inicial da reacdo para diferentes amplitudes de ultrassom

Amplitude Taxa inicial da reagdo

(%) (mmol Lt h?)
10 266,57
20 284,12
30 307,37
40 378,38
50 491,98

Pode-se observar através da Tabela 7 que o aumento da amplitude gerou um aumento na
taxa inicial da reacdo, a qual foi avaliada nos primeiros 30 minutos do processo. No entanto,
quando se observa a Figura 12, que apresenta o gréafico da conversao de biodiesel em funcéo
do tempo para as diferentes amplitudes estudadas, pode-se verificar que amplitudes superiores
a 40 %, ap6s os 50 min iniciais, j& comecavam a apresentar uma reducdo no rendimento de
conversdo de biodiesel. Este resultado pode estar associado com a temperatura da mistura
reacional, uma vez que a amplitude de 50 % gerou um aquecimento na reacao, atingindo a
temperaturas superiores a 60 °C, prejudicial a atividade das enzimas, as quais apresentam uma
faixa 6tima de trabalho situada entre 25 — 35 °C (RODRIGUES et al., 2008). Amplitudes de 60
e 70 % também foram avaliadas, porém tiveram que ser interrompidas nos primeiros 30 minutos
de reacgéo, pois a temperatura da mistura reacional chegou a 80 °C e comegou a evaporar, Visto

que a mesma é composta por etanol, o qual apresenta uma temperatura de ebulicdo de 78 °C.
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Figura 12 — Influéncia de diferentes amplitudes no rendimento da sintese enzimatica de

biodiesel

O ajuste da amplitude estd diretamente associado com a poténcia fornecida pelo
equipamento a mistura reacional. Enquanto uma amplitude de 10 % fornece uma poténcia de
20 W, uma amplitude de 50 % gera uma poténcia de 60 W. O grau de conversdo da reacéo de
transesterificacdo, assim como de qualquer processo quimico conduzido na presenca de
radiacdo ultrassonica, é diretamente influenciado pela poténcia fornecida pelo equipamento.
Poténcias elevadas geram uma melhor transferéncia de massa quando comparadas com
poténcias mais baixas, devido a maior atividade cavitacional, promovendo uma mistura mais
eficiente do meio reacional. No entanto, devido a grande dispersdo de energia, ocorre uma

elevacdo na temperatura, podendo levar a desnaturacdo do biocatalisador (SUBHEDAR,;
GOGATE, 2016).

4.3  Otimizagdo das condi¢fes do sistema de ultrassom para a reagdo de
transesterificacao

Com o objetivo de otimizar as condi¢fes do sistema de ultrassom para a sintese
enzimatica de biodiesel, utilizou-se um DCCR, para avaliar a influéncia das variaveis

independentes: amplitude, pulso de ultrassom e tempo de pulso na taxa inicial (mmol.L.h?)
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desta reacdo. Optou-se por estudar as variaveis, pulso e tempo de pulso com o intuito de analisar
a influéncia de amplitudes superiores a 50 %, sem que a temperatura da reacdo atingisse
patamares que pudessem desnaturar o biocatalisador. Isto € possivel pois a funcédo pulso permite
que o equipamento trabalhe de forma intermitente, ou seja, 0 mesmo é programado para
funcionar ligando e desligando o sistema de ultrassom durante toda a reacdo, sendo assim, é
possivel controlar sua temperatura.

A Tabela 8 mostra a matriz do planejamento, com os resultados obtidos da taxa inicial da

reacao para as condicgdes estudadas.

Tabela 8 - Resposta do DCCR para as condi¢6es do sistema de ultrassom

X1 - Amplitude X2 —Pulso X3 -Tempo de Pulso  Taxa inicial da reagdo

(%) (%) (s) (mmol.L1.h?)
1 38 (-1) 38 (-1) 7 (-1) 206,22
2 62 (1) 38 (-1) 7 (-1) 187,37
3 38 (-1) 62 (1) 7(-1) 217,41
4 62 (1) 62 (1) 7 (-1) 182,48
5 38 (-1) 38 (-1) 13 (1) 225,28
6 62 (1) 38 (-1) 13 (1) 231,70
7 38 (-1) 62 (1) 13 (1) 221,33
8 62 (1) 62 (1) 13 (1) 188,22
9 30 (-1,68) 50 (0) 10 (0) 236,22
10 70 (1,68) 50 (0) 10 (0) 174,88
11 50 (0) 30 (-1,68) 10 (0) 141,55
12 50 (0) 70 (1,68) 10 (0) 187,23
13 50 (0) 50 (0) 5 (-1,68) 264,82
14 50 (0) 50 (0) 15 (1,68) 253,81
15 50 (0) 50 (0) 10 (0) 201,84
16 50 (0) 50 (0) 10 (0) 203,03

Exemplificando as condigdes de reacdo, no experimento 1 do planejamento, onde a
mesma foi realizada com uma amplitude de ultrassom de 38 % (resultando em uma poténcia de
45 W) com um pulso também de 38 % em um tempo de pulso de 7 s, temos uma reacdo em que

0 equipamento de ultrassom se manteve 2,7 s ligado e 4,3 s desligado de forma intermitente até
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o final da reacdo.

Atraveés dos dados apresentados na Tabela 8 e com o auxilio do Software Statistica foi
possivel realizar a analise estatistica da influéncia de cada variavel estudada na taxa inicial da
reacao de sintese de ésteres etilicos. O resultado deste estudo € mostrado na Tabela 9, onde
encontram-se os efeitos linear, quadréatico e a interacdo das varidveis amplitude (Xz1), pulso (X>)
e tempo de pulso (X3), além dos coeficientes de regressao, o valor p, e erros padroes.

Entre os efeitos mencionados, os lineares sdo 0s mais importantes, representando uma
resposta média para a mudanca do nivel -1 para +1 de cada variavel. Quando esse efeito é
positivo significa que ocorrerd um aumento na resposta com a mudanca de nivel, ao contrario

do efeito negativo, que promovera uma diminuigdo da resposta (POPPE et al., 2015b).

Tabela 9 — Andlise estatistica do DCCR para as condi¢des do sistema de ultrassom

Coeficiente de  Erro padréo

Variaveis Efeito ~ . p-valor
regressao do coeficiente
Média* 202,705 202,705 0,593 0,002
Linear
X* -26,899 -13,449 0,227 0,011
X2 5,219 2,610 0,227 0,055
X3* 7,996 3,998 0,227 0,036
Quadratico
X1 X1 0,936 0,4681 0,276 0,339
XoXo* -28,230 -14,115 0,276 0,012
X3Xs* 39,035 19,517 0,276 0,009
InteracOes
X1 Xo* -13,902 -6,951 0,297 0,027
X1X3 6,772 3,386 0,297 0,058
XoX3* -13,432 -6,716 0,297 0,028

*Estatisticamente significativo a 95 % de confianca, onde X; — Amplitude (%); Xz — Pulso (%); X3 — Tempo
Pulso(s).

As varidveis serdo estatisticamente significativas, ao nivel de confianca de 95 %, se 0s
efeitos apresentarem valor de p inferior a 0,05, sendo assim, neste estudo foram significativos
os efeitos: i) lineares para as variaveis: amplitude (X1) e tempo de pulso (X3); ii) quadraticos
para as variaveis: pulso (X2) e tempo de pulso (X3); iii) interacdo entre as variaveis: amplitude
e pulso (X1 e Xz) e pulso e tempo de pulso (X2 e X3); as demais variaveis ndo foram significativas
para o processo. Também foi possivel constatar, através destes valores, que a variavel amplitude
€ a que mais impacta a reacdo de sintese de esteres etilicos, de forma negativa, ou seja, com o

aumento da amplitude, tem-se uma reducdo na taxa inicial da reagéo.
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A Equacdo 3 descreve o modelo matematico para a taxa inicial da reacdo de
transesterificacdo, obtido através do ajuste dos dados experimentais, considerando apenas as
variaveis significativas.

Y = 202,70 - 26,89X1 + 7,99X3 - 28,23X2% + 39,03X32 - 13,90X1X2-13,43X>
Equacéo 3 - Modelo matemaético das variaveis significativas para a taxa inicial da reacdo de
transesterificacdo deste estudo

Onde Y representa a taxa inicial da reacio (mmol.L1.h?Y), X1, X2 e X3 as variaveis
amplitude, pulso e tempo de pulso respectivamente.

A Figura 13 apresenta as curvas de contorno para as variaveis do sistema de ultrassom,
onde é possivel observar a interacdo entre 2 varidveis, mantendo a terceira variavel fixa no

ponto central.
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Figura 13 — Curvas de contorno para a reacdo de sintese enzimatica de ésteres etilicos em
funcdo da taxa inicial da reacdo, para as variaveis (A) amplitude versus pulso; (B) tempo de

pulso versus pulso; (C) amplitude versus tempo de pulso.

A Figura 13 (A) mostra o efeito da interacdo entre as varidveis amplitude e pulso,
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deixando evidente que menores amplitudes favorecem a taxa inicial da reacdo (regido em
vermelho) e que a varidvel pulso ndo € significativa para o0 processo, uma vez que a area em
vermelho, a qual representa elevadas taxas de reacdo, compreende valores de pulso em
praticamente toda a regido avaliada neste estudo. Atraves da imagem (B), a qual apresenta o
efeito de interacdo entre as variaveis pulso e tempo de pulso, observa-se que maiores valores
de taxa s@o obtidos proximos aos pontos axiais (-1,68 e +1,68) para a variavel tempo, para
praticamente qualquer valor de pulso. Ja a imagem (C) representa o efeito de interacdo entre as
variaveis amplitude e tempo de pulso, mostrando que baixas amplitudes em tempos de pulso
com valores proximos aos pontos axiais resultam nas maiores taxas da reacdo. Este resultado
sugere que em estudos futuros sejam avaliados valores de tempo de pulso inferiores a -1,68 e
superiores a +1,68, uma vez que as melhores respostas se situaram em torno dos pontos
extremos.

As condigdes 6timas de trabalho para as varidveis estudadas, obtidas através da analise
estatistica, sdo mostradas na Tabela 10. Sob estas condigdes, o valor predito pelo Software
Statistica para a maior taxa inicial da reacéo foi de 265,32 mmol.L%.h,

Entdo, utilizando as condicdes otimizadas realizou-se a validacdo experimental do
modelo predito, com duas repeti¢des, obtendo-se um valor para a taxa inicial da reagdo de
257,40 mmol.L.h"t, mostrando uma correlagdo satisfatoria entre os resultados experimentais e
0 modelo predito.

Tabela 10 — Resultado da otimizacdo das variaveis do sistema de ultrassom para a reacdo de

transesterificagdo.

Taxa inicial da reacéo
(mmol.L1.h?)

Valor obtido Valor predito

Codificada Decodificada

Amplitude (%) -1,68 30
Pulso (%) 0 50 257,40 265,32
Tempo Pulso (s) 1,68 15

Atraveés do planejamento experimental, obteve-se como condigdo Gtima para essa reagao
uma amplitude de 30 % (Ultrassom: 700 W/ 20 kHz), a qual representa uma poténcia de
aproximadamente 40 W. Este resultado esta de acordo com Bhangu et al. (2017), os quais
avaliaram a producéo de biodiesel, utilizando como biocatalisador a lipase Candida rugosa e

como substrato 6leo de canola e metanol. Com este estudo, analisaram o efeito das condi¢Ges
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experimentais: poténcia, frequéncia e didmetro da sonda de ultrassom, e concentracdo de
enzima, na conversao de ésteres metilicos. Os resultados mostraram que com uma poténcia de
40 W utilizando uma sonda com 35 mm de didmetro, com uma concentracdo de enzima de 0,23
% em relacdo a massa de 6leo e uma razdo molar de 5:1 metanol:06leo, a conversao de ésteres
chegava a aproximadamente 100 %, e o tempo de reacdo reduzia de 24 h para 1,5 h. Desta
forma, os autores constataram que o uso do ultrassom, em baixas intensidades, ¢ uma
ferramenta interessante para a sintese de biodiesel via catalise enzimatica, visto que elevadas
intensidades tendem a inativar o biocatalisador, reduzindo assim a eficiéncia do processo.

Kumar et al. (2011) estudaram a producéo de ésteres metilicos em um sistema assistido
por ultrassom, utilizando como substrato 6leo de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) e metanol.
Como biocatalisador utilizaram a lipase produzida a partir da bactéria E. aerogenes, imobilizada
em silica, e obtiveram o maximo de conversao (84,5 %) em 30 min de reacdo utilizando uma
amplitude de ultrassom de 50 % com um sistema de pulso de 0,7 (Ultrassom: 200 W/ 24 kHz).
Observaram também que valores de amplitude e pulso superiores a estes nao influenciavam
significativamente no rendimento de biodiesel.

Adewale et al. (2015) avaliaram o efeito das variaveis amplitude e ciclo de ultrassom na
reacdo de transesterificacdo do residuo de sebo bovino com metanol, catalisada pela enzima
CALB, em um sistema livre de solventes. Investigaram amplitudes entre 30 e 50 %, utilizando
um equipamento de ultrassom de 500 W com uma frequéncia de 20 kHz. Com este estudo,
observaram que a amplitude de 30 % era muito baixa para a matéria prima utilizada, uma vez
gue a mesma apresenta uma viscosidade muito alta. Sendo assim, obtiveram como condicédo
6tima de trabalho uma amplitude de 40 % e um ciclo de 5 Hz. Através do teste de Tukey
observou-se que o efeito das variaveis amplitude e ciclo, bem como a interagdo entre elas, foram
significativas (p < 0,05) para a reacdo de transesterificacao.

Apos otimizadas as condi¢des do ultrassom, foram avaliados os parametros reacionais:
razdo molar o6leo:alcool, concentracdo de biocatalisador, necessidade do uso de solvente e de
um sistema de agitacdo em conjunto com o ultrassom. O estudo dessas variaveis é fundamental,
visto que elas influenciam diretamente no rendimento da reacdo de sintese enzimatica de

biodiesel.

4.4 Avaliagdo de diferentes concentragdes de biocatalisador
Tendo em vista que a taxa de uma reagdo enzimética € diretamente influenciada pela

concentracgéo de biocatalisador presente no processo, experimentos foram conduzidos variando-
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se o percentual de enzima em 5, 10 e 25 % em relagdo a massa de 6leo, com o intuito de obter
a gquantidade 6tima de catalisador capaz promover maiores conversfes de ésteres etilicos. A
Figura 14 apresenta o resultado do rendimento de converséo de ésteres etilicos (%) em funcéo
do tempo (s) para os diferentes percentuais de biocatalisador avaliados, onde fica evidente que
um aumento de 5 para 15 % de enzima é essencial para a reacdo, uma vez que o rendimento da
reacdo passa de 9,17 para 33,16 %. No entanto, quando este percentual passa de 15 para 25 %,
0 rendimento aumenta apenas em 10 %, acréscimo muito pequeno comparado ao aumento
gerado no custo do processo, uma vez gque a quantidade de catalisador precisa ser aumentada
em aproximadamente 70 %.

50
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Figura 14 — Avaliacédo de diferentes percentuais de biocatalisador na sintese de ésteres etilicos

Em condicdes ideais, a taxa da reagdo tende a aumentar com o acréscimo na concentracao
de enzimas, até um ponto onde a superficie de contato entre o biocatalisador e o substrato satura
e a taxa da reagdo passa a manter-se constante mesmo com a adicdo de mais enzima. Este
comportamento € observado principalmente em reagfes conduzidas por sistemas com
agitadores convencionais, onde as particulas tendem a se aglomerar, reduzindo a taxa da reagéo
(L1U et al., 2008).

Neste sentido, o uso de um sistema de ultrassom é uma alternativa para solucionar este
problema, pois 0 mesmo é capaz de promover uma maior dispersdo das particulas, evitando sua

aglomeracdo, aumentando a superficie de contato entre as enzimas e 0 meio reacional,
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permitindo assim um aumento na quantidade de biocatalisador sem prejudicar o rendimento da
reacdo, como pode ser observado através deste estudo, onde a concentracao de 25 % de enzimas,
apresentou melhores rendimentos do que as demais concentragoes.

No entanto, em alguns estudos utilizando sistemas ultrassénicos é possivel observar
maiores conversodes de produtos, com menores concentracdes de biocatalisador, isso porque o
processo de cavitacdo gerado pelo ultrassom pode ativar o catalisador sélido, e retirar o material
que esta ocupando o sitio ativo, aumentando a superficie de contanto e da transferéncia de massa
entre o catalisador e o substrato (ADEWALE; DUMONT; NGADI, 2015; GOGATE; RAYAL,
PANDIT, 2006; KUMAR et al., 2011)

Michelin et al. (2015) estudaram o processo de transesterificagdo enzimatica utilizando
como substrato 6leo de macauba e etanol, e como biocatalisador a lipase comercial CALB, em
um banho ultrassonico. Através de um planejamento experimental 241, para avaliar o efeito das
variaveis: temperatura, concentragdo de enzima, razdo molar e amplitude de ultrassom, na
conversdo de biodiesel, observaram que a Unica varidvel significativa ao processo era a
concentracdo de biocatalisador. Sendo assim, avaliaram posteriormente, a influéncia de
diferentes % de enzima (1, 5, 10 e 20 %), mantendo fixas as condi¢des razdo molar, temperatura
e poténcia em: 1:9, 65 °C e 132 W, respectivamente. Com este estudo obtiveram maiores
conversdes (aproximadamente 80 %), utilizando 20 % de biocatalisador em 30 min de reacao.

Batistella et al. (2012) estudaram a transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja,
utilizando um sistema de banho ultrassénico, utilizando como biocatalisadores as lipases CALB
e RML. Através de um estudo estatistico, também observaram que a concentracdo de enzima
era uma variavel que influenciava de maneira positiva a reacdo de transesterificacdo, para os
dois biocatalisadores estudados. Obtiveram em 4 h de reacgdo, conversdes de 57 % e 86 % para
as lipases CALB e RML, utilizando uma concentracdo de 27,1 % 12,9 % de enzima em relacédo
a massa de 6leo, respectivamente.

Também utilizando como biocatalisador a lipase imobilizada CALB para a reacdo de
transesterificacdo do sebo de carne bovina, Adewale et al. (2015) obtiveram maiores conversoes
de biodiesel com um percentual de 6 % de biocatalisador. Aumentando este percentual para 8
% né&o observaram nenhuma diferenca no rendimento da reagdo. Neste estudo, foi utilizado um
sistema de ultrassom por irradiacdo direta, através de uma sonda, 0 que torna 0 pProcesso
normalmente mais eficiente, justificando assim, a menor concentrac¢do de enzima utilizada neste

estudo quando comparada aos demais trabalhos citados.
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4.5  Avaliagdo de diferentes razdes molares do substrato

A razdo molar é uma das variaveis que mais afeta a conversdo da reacdo de
transesterificacdo para a producéo de biodiesel (ADEWALE; DUMONT; NGADI, 2015). A
estequiometria desta reacdo, requer 3 moles de alcool para 1 mol de triglicerideo, entretanto,
por ser uma reacao reversivel, normalmente utiliza-se um excesso de alcool a fim de favorecer
a reacdo no sentido dos produtos (KUMAR et al., 2011).

Através do estudo realizado por Kalva et al. (2009) a fim de descrever 0s mecanismos
fisicos gerados pela radiacdo ultrassénica e que auxiliam no processo de transesterificagéo,
ficou estabelecido que o mecanismo fisico responsavel por promover melhores rendimentos na
reacdo de sintese de biodiesel é a formacdo de uma fina emulsdo entre o 6leo e o alcool,
aumentando a area interfacial da reacdo. Este mecanismo é diretamente influenciado pela razdo
molar entre 0s dois meios.

Na presenca de um sistema de ultrassom é possivel reduzir o excesso de alcool necessario
para esta reacdo (KUMAR et al., 2011), sendo assim, avaliou-se neste estudo diferentes razdes
molares 1:3, 1:6 e 1:9 de 6leo de soja/etanol, para a sintese de biodiesel. O resultado desta

analise esta apresentado na Figura 15.
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Figura 15 - Avaliagdo de diferentes razGes molares do substrato na sintese de ésteres etilicos

Analisando as curvas de rendimento de conversédo (%) em funcdo do tempo (h), é possivel

observar que menores razdes molares resultaram em maiores conversdes de biodiesel na
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presenca do ultrassom e o melhor resultado foi obtido para uma raz&o molar de 1:3. As bolhas
de cavitagdo formadas pelo ultrassom provocam uma microturbuléncia localizada nas
vizinhancas entre a interface 6leo/alcool, resultando na emulsificacdo desses dois liquidos. A
dispersdo do alcool no 6leo e vice-versa, depende diretamente da intensidade dessa
microturbuléncia, a qual é dependente das propriedades fisicas do meio liquido, tais como
densidade, viscosidade e tensdo superficial, bem como da amplitude das ondas de ultrassom.
Devido as propriedades fisicas do 6leo e do alcool serem diferentes, a intensidade da
microturbuléncia também sera. Em baixas razdes molares, onde o volume de alcool é
consideravelmente menor que o de 6leo, a dispersao do alcool sera responsavel por estabelecer
a area interfacial entre os dois meios, enquanto a elevada microturbuléncia permitird que o
alcool se disperse de maneira uniforme na fase do triglicerideo, aumentando essa area
interfacial, influenciando significativamente na conversao de ésteres. Quando a razdo molar
aumenta, e o volume de alcool passa a ser semelhante ao do 6leo, a area interfacial da reacéo
ndo é mais estabelecida apenas pela dispersdo do alcool no 6leo, mas também pela dispersdo
do 6leo no alcool. No entanto, devido a elevada viscosidade do Oleo, a magnitude da
microturbuléncia é muito baixa, e este ndo € capaz de se dispersar de maneira uniforme no
alcool. Com isso, a area interfacial é reduzida e consequentemente os rendimentos de ésteres
(ADEWALE; DUMONT; NGADI, 2015; KALVA,; SIVASANKAR; MOHOLKAR, 2009)

Poppe (2017) realizou a reacdo de transesterificacdo do 6leo de soja catalisada pela
mesma mistura de lipases empregada neste estudo, em um banho ultrassénico. Com este estudo,
encontrou como condi¢fes étimas para a reacdo: 25 % de enzima e uma razao molar de 1:4,95
6leo de soja:etanol, obtendo uma conversdo de ésteres etilicos em torno de 30 % para 1 h de
reacdo. Comparando estes resultados com o presente estudo, € possivel observar uma reducdo
de 40 % tanto no percentual de alcool, quanto na concentracao de enzima, necessarios para esta
reacdo. Desta forma, sugere-se que as reag0es conduzidas por uma sonda de ultrassom serdo
mais eficientes, isso porque a irradiacdo ultrassonica entra em contato direto com o sistema
reacional, enquanto no banho, a irradiagéo € transmitida através de um liquido, havendo uma
grande dispersdo de energia, consequentemente uma menor influéncia nos sistemas reacionais
(BARBOZA; SERRA, 1992).

Batistella et al (2012) também verificaram que um aumento na razdo molar etanol: 6leo
de soja, influenciava negativamente a reacdo de transesterificacdo catalisada pelas lipases
CALB e RML em um banho ultrassdnico com uma poténcia de 132 W, atingindo os melhores

resultados de conversio com uma razdo molar de 1:3. Resultados semelhantes foram

52



encontrados por Adewale et al. (2015) e Kumar et al. (2011), os quais obtiveram os maiores
rendimentos de biodiesel, com uma razdo molar de 1:4, para a reacdo de transesterificacao
utilizando como substratos: residuo de sebo de carne:metanol e 6leo de pinhdo-manso (Jatropha
curcas L.):metanol, respectivamente. Ambas reacfes foram conduzidas utilizando uma sonda
de ultrassom. J& para Yu et al. (2010) a condicdo 6tima para a razao molar éleo de soja:metanol
foi de 1:6, para a transesterificacdo. A razdo molar adequada para a reacéo de transesterificacéo,
depende de diversas variaveis, como a frequéncia e a intensidade do ultrassom, o tipo de
sonicador (banho ou sonda), o tipo do triglicerideo e do alcool escolhido, assim como das
dimensGes do reator, (ADEWALE; DUMONT; NGADI, 2015; KALVA; SIVASANKAR,;
MOHOLKAR, 2009), explicando assim as diferencas encontradas por estes autores.

4.6  Efeito do uso do solvente terc-butanol na reacéo de transesterificacéo

O uso de solventes em reacBes de transesterificacdo enzimatica para a produgdo de
biodiesel, tem como principais objetivos, aumentar a solubilidade do alcool, proteger a lipase
da desnaturacdo e criar uma mistura homogénea, aumentando assim a transferéncia de massa e
a taxa da reacdo, além de proporcionar uma reducédo na viscosidade e estabilizacdo das lipases
imobilizadas (POPPE, 2017). No entanto, o uso desse reagente, torna 0 processo mais oneroso,
toxico e inflaméavel, além de requerer maiores investimentos, a fim de atender os requisitos
necessarios de seguranca de uma planta industrial (LI1U et al., 2008).

Neste sentido, o sistema de ultrassom é um método alternativo que pode ser utilizado a
fim de reduzir as limitagdes de transferéncia de massa nas rea¢bes onde ndo sdo utilizados
solventes. Sendo assim, avaliou-se a influéncia do solvente terc-butanol na reagdo de
transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja, em presenca do ultrassom. O resultado deste

estudo é apresentado na Figura 16.
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Figura 16 - Avaliagdo do uso do solvente terc-butanol na reagéo de transesterificagao

Através deste estudo foi possivel observar um comportamento bastante semelhante entre
as reacdes, principalmente ao final do processo, sugerindo que apenas a presenca do ultrassom
foi suficiente para melhorar a miscibilidade da mistura reacional, favorecendo a transferéncia
de massa entre o substrato e o sitio ativo da enzima. Desta forma, o uso do ultrassom mostra-
se como uma alternativa promissora a fim de eliminar o uso de solventes organicos (TRENTIN
et al., 2015), tornando o processo mais seguro, permitindo aumentar a concentracdo de
reagentes na reacao, reduzindo os riscos ambientais e permitindo a recuperagdo dos produtos
sem a necessidade de processos complexos de purificagdo (DOSSAT; COMBES; MARTY,
2002; LIU et al., 2008)

Yu et al. (2010) avaliaram a acdo de diferentes solventes na reacdo de transesterificacao
do oleo de soja, catalisada pela lipase CALB em um sistema composto por vibragéo (50 rpm) e
irradiacdo ultrassonica (250 W). Com este estudo puderam observar que a sintese de biodiesel
era influenciada de maneira positiva pela presenca de solventes e que as reaces conduzidas na
auséncia deste reagente apresentavam atividade enzimatica muito baixa, devido a toxicidade
excessiva do metanol ao biocatalisador. Entre os solventes avaliados, a melhor atividade
enzimatica foi obtida com o alcool terc-amilico, seguido pelo terc-butanol. Sendo assim, os
demais experimentos foram conduzidos com o &lcool terc-amilico, e a concentracdo de solvente

foi otimizada para esta reacdo, onde foi encontrada uma razdo volumétrica Otima de 1:1
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solvente:6leo, valores superiores de solvente ocasionavam um decréscimo na atividade
enzimatica.

O resultado encontrado por Yu et al. (2010) mostra-se como uma exce¢do quando
comparado aos demais trabalhos encontrados na literatura utilizando a catalise enzimatica
combinada ao uso do ultrassom, como pode ser analisado através dos dados apresentados na
Tabela 2 (Capitulo 2) deste trabalho, onde 10 dos 11 trabalhos reportados ndo utilizaram
solventes na reacdo, e obtiveram excelentes resultados de conversdo apenas com 0 uso do
ultrassom.

4.7  Efeito do uso de um sistema de agitacéo

Uma vez que as reacdes de sintese de biodiesel foram conduzidas em um sistema de
ultrassom trabalhando de forma intermitente (sistema de pulsos), onde as particulas de
biocatalisador permaneciam em agitacdo apenas quando o ultrassom estava ligado, resolveu-se
avaliar a influéncia de adicionar ao sistema reacional um agitador magnético, trabalhando de
forma continua a fim de manter as particulas em movimento durante toda a reacao, na conversao

de biodiesel. O resultado desse estudo é apresentado na Figura 17.
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Figura 17 - Efeito do uso de um sistema de agitacdo continuo na reacéo de transesterificacdo

Esperava-se que mantendo as particulas em movimento durante toda a reagéo, as mesmas

estariam mais dispersas no meio reacional, facilitando ainda mais o contato entre o substrato e
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0 biocatalisador, resultando em maiores conversdes de biodiesel. Surpreendentemente, ficou
claro que o uso de um agitador prejudicou no rendimento desta reacdo, sugerindo que 0 Seu uso
pode ter provocado a ruptura das enzimas, levando a perda da sua atividade (YU et al., 2010).
Através dos experimentos realizados foi possivel verificar que o sistema de ultrassom, mesmo
trabalhando de forma intermitente, foi mais eficiente para sintese enzimética de biodiesel, do
que 0 uso combinado com um agitador magnético.

Yu et al (2010) avaliaram a reacdo de transesterificacdo enzimatica do 6leo de soja,
utilizando como biocatalisador a enzima CALB. Neste estudo foram analisadas a influéncia de
trés sistemas reacionais: i) com uma vibracéo de 50 rpm, ii) com uma poténcia de 50% de um
banho ultrassonico de 500 W e iii) com os dois sistemas trabalhando conjuntamente. O sistema
com ultrassom atingiu 92 % de conversao de ésteres metilicos em 12 h de reacdo, enquanto que
0 sistema com vibragdo atingiu apenas 62 %. Contudo, quando os dois sistemas operaram
juntos, foi possivel obter 92 % de rendimento em apenas 4 h. Indicando que a combinacéao
desses sistemas facilita a sintese de biodiesel, atraves da rapida emulsificagdo gerada pelo
sistema de ultrassom, e do contato otimizado entre a enzima e o substrato proporcionado pelo
sistema vibracional, acelerando assim, o transporte de reagentes e produtos, consequentemente
aumentando a taxa da reacdo. Gharat e Rathod (2013) observaram o mesmo comportamento de
Yu et al (2010), obtendo melhores resultados utilizando um sistema combinado de ultrassom
(banho) e agitador mecanico, atingindo rendimentos de 86,61 % em 4 h para a reacdo de
transesterificacdo enzimatica do 6leo residual de fritura.

Estes resultados diferem dos encontrados no presente estudo, o0 que pode estar associado
com a forma de irradiacdo ultrassonica utilizada nos experimentos. Gharat e Rathod (2013) e
Yu et al (2010) utilizaram o banho ultrassonico, o qual fornece uma irradiagdo de maneira
indireta, desta forma menos eficiente que o sistema com sonda, requisitando um sistema auxiliar

de agitacéo, para promover melhores rendimentos.

4.8  Avaliacdo do uso das enzimas individualmente comparadas ao combi-lipase

A fim de avaliar o desempenho do combi-lipase frente ao uso das enzimas
individualmente, realizou-se reacdes de transesterificacdo utilizando as condi¢Oes otimizadas
previamente, alterando apenas o catalisador em cada reacdo. O resultado deste estudo é
apresentado na Figura 18, onde é possivel verificar atraves das curvas, que a enzima TLL
mostrou-se mais eficiente na conversdo de ésteres etilicos na primeira hora de reacdo, seguido

pelo combi-lipase.
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Figura 18 - Avaliacdo do uso das enzimas individualmente comparadas ao combi-lipase
Tendo em vista esses resultados, decidiu-se por avaliar a cinética das reacdes utilizando
0 combi-lipase e a enzima TLL, durante 6 h, a fim de avaliar a maxima conversao de ésteres,
bem como a estabilidade desses biocatalisadores em processos mais longos e assistidos por

ultrassom. A Figura 19 apresenta o resultado deste estudo.
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Figura 19 - Cinética da reacdo de transesterificacdo para o combi-lipase e para a enzima TLL

Pode-se observar que a enzima TLL apresenta uma taxa inicial da reacdo (263,68 mmol
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Lth1) maior que o combi-lipase (239,76 mmol L*ht) para primeira hora de reagdo. No entanto,
em 2 h j& pode-se observar uma estabilizacdo no rendimento de ésteres etilicos para esta lipase,
em aproximadamente 55 % de conversdo. Este percentual manteve-se praticamente constante
até o final do processo, apresentando um pequeno decréscimo a partir da quinta hora de reacéo.
Por outro lado, o uso de uma mistura de lipases, apresentou uma menor taxa inicial da reacao,
no entanto seu desempenho ao longo do processo foi melhor que a enzima individualmente. O
uso combi-lipase proporcionou um aumento consideravel no rendimento de ésteres até a terceira
hora de reacao, aproximadamente 65 %, a partir de entdo, observou-se um aumento em torno
de 12 % até o final do processo.

Sendo assim, 0 combi-lipase é capaz de promover maiores conversdes de biodiesel em
tempos mais longos de reacdo, sendo uma alternativa mais interessante que o uso das enzimas
individualmente, principalmente em reacGes de constituicdo heterogénea, como é o caso dos
6leo e gorduras. Esse comportamento pode ser explicado ao fato da enzima TLL ser 1,3
especifica, ou seja, catalisa a liberacdo de &cidos graxos especificamente nas posi¢fes sn-1 e
sn-3 dos acilglicerois. Enquanto a mistura de lipases € composta por enzimas 1,3 especificas
(TLL e RML) mas também pela enzima CALB, a qual é ndo especifica, ou seja, catalisa a
hidrélise dos triacilglicer6is de maneira aleatéria, proporcionando assim maiores rendimentos
ao longo da reagdo (PAQUES; MACEDO, 2006), como pode ser observado com este estudo.

Poppe et al. (2015b) utilizando o combi-lipase para a reagdo de transesterificagdo do éleo
de oliva e do 6leo de palma, observaram que a taxa inicial da reacdo era bastante semelhante
entre as enzimas individualmente e o combi-lipase nas primeiras horas de reacédo,
principalmente para o 6leo de palma, no entanto, a partir de 4 h de processo, a rea¢do conduzida
pela mistura de lipases passou a se destacar, promovendo rendimentos superiores aos das
enzimas individualmente. Sendo assim, o presente trabalho esta de acordo com os resultados
reportados por Poppe et al (2015D).

Avaliando-se a cinetica da reacdo para o combi-lipase observa-se uma conversao de
ésteres etilicos de aproximadamente 65 % em 3 h, atingindo 73 % em 5 h e mantendo essa
conversdo até o final da reacdo. Santin et al. (2017) utilizando a enzima CALB na reacdo de
transesterificagdo assistida por ultrassom (banho), obteve rendimentos de 88 % para o dleo de
soja em 4 h de reacdo e de 70 % para o 60leo de macauba em 1,5 h. Ja Gharat e Rathod (2013)
utilizando o ultrassom (banho) combinado a um sistema de agitacdo, conduziu a reacdo de
transesterificacdo do 6leo residual de fritura catalisa pela enzima CALB, obtendo resultados de

conversdo de 86,61 % ao final de 4 h reacdo. Comparando estes resultados com o presente
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estudo, pode-se observar que estes autores encontraram rendimentos um pouco superiores, na
ordem de 15 %. No entanto, uma das vantagens em se utilizar o combi-lipase é a reducdo do
custo da reacdo, quando comparada ao uso da enzima CALB individualmente, visto que essa
lipase apresenta custo bastante elevado quando comparada as demais, chegando a custar 16
vezes mais do que a TLL (LI; ZHENG; YAN, 2010).

Subhedar et al. (2017) e Adewale et al. (2015), utilizando um sistema de ultrassom na
forma de sonda, assim como o utilizado neste estudo, atingiram conversdes de 96,1 % em 3 h,
para a reacdo de interesterificacdo do Oleo de fritura catalisada pela enzima TLL e de 85,6 %,
em 20 min, para a transesterificacdo da gordura de sebo bovino catalisada pela lipase CALB,
respectivamente. Comparando estes resultados com os obtidos no presente trabalho, observa-
se que estes autores obtiveram rendimentos superiores em menores tempos de reacao, o que
pode estar associado com as diferentes condi¢Ges operacionais tanto do reator como do sistema

do ultrassom, assim como do tipo de matéria prima utilizada.
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CAPITULO 5 — ConclusBes e sugestdes para

trabalhos futuros

Este trabalho foi realizado com o objetivo de desenvolver diferentes tipos de reatores para
a sintese enzimatica de biodiesel, utilizando como substrato o 6leo de soja e etanol, e como
biocatalisador, uma mistura de lipases comerciais. Inicialmente foram realizados diversos testes
com reatores de leito fixo de duplo estégio e de leito fluidizado. No entanto, como descrito no
capitulo 4.1 deste trabalho, devido aos diversos problemas experimentais enfrentados, decidiu-
se por mudar o foco do trabalho, e iniciou-se o estudo da avaliacdo do uso de um sistema de
ultrassom na sintese enzimatica de biodiesel.

Avaliando-se a influéncia de diferentes amplitudes (10, 20, 30,40 e 50 %) do ultrassom
na sintese de biodiesel pode-se observar que com o0 aumento da amplitude, aumentava-se a taxa
inicial da reacdo. No entanto, amplitudes superiores a 40 % elevaram a temperatura da mistura
reacional a niveis prejudiciais ao biocatalisador, reduzindo a conversdo de ésteres etilicos.

Através de um DCCR otimizou-se as condi¢des do sistema de ultrassom para a sintese
enzimatica de biodiesel. As variaveis amplitude e tempo de pulso se mostraram significativas
para 0 processo, e as condi¢des 6timas para essa reacao foram: amplitude 30 %, pulso 30 % e
tempo de pulso 15 s. Nessas condi¢des o valor predito e experimental para a taxa inicial da
reagdo foram de 257,40 mmol L*h? e 265,32 mmol L*h, respectivamente, mostrando uma
correlacdo satisfatdria entre esses resultados.

Sob as condig¢des do sistema de ultrassom otimizadas, a concentracao de biocatalisador e
razdo molar de maior resposta foram de 15 % de enzima em relacdo a massa de 6leo e razéo
molar de 3:1 etanol:bleo de soja.

O rendimento de ésteres etilicos para a reagéo livre de solvente foi muito parecido com
as reacOes conduzidas na presenca deste reagente. J& 0 uso combinado de um sistema de
agitacdo com o ultrassom, ndo se mostrou como uma alternativa interessante para esta reagéo,
provocando uma reducao na conversao dos produtos.

Estes resultados confirmam que o uso do ultrassom é capaz de aumentar a miscibilidade
entre os reagentes, melhorando a transferéncia de massa e a taxa da reacéo, proporcionando
reacOes mais rapidas, bem como um menor consumo de reagentes.

Comparando a eficiéncia das reacdes catalisadas pelo combi-lipase com o uso dos

biocatalisadores individualmente, pode-se perceber que o combi apresenta um melhor
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desempenho ao longo do processo, mostrando-se como uma alternativa mais interessante que
0 uso das enzimas individualmente, principalmente em reacdes de constituicdo heterogénea,
como € o caso dos 6leo e gorduras.

Utilizando as condicBes 6timas avaliadas neste estudo e o conceito de combi-lipase em
um reator assistido por ultrassom, obteve-se uma conversdo de ésteres etilicos de
aproximadamente 75 % em 5 horas de reagdo. Este resultado mostra-se de acordo com alguns
trabalhos encontrados na literatura. No entanto, esta tecnologia ainda precisa ser aprimorada,
uma vez que alguns trabalhos reportam rendimentos de aproximadamente 100 % em menos de
1 hora de reacdo, utilizando sistemas de irradiacdo direta, assim como o empregado neste
estudo.

Sendo assim, novos estudos precisam ser realizados, na busca por configuracGes de
reatores enzimaticos que sejam capazes de obter melhores conversdes de biodiesel, em menores
tempos de processo, reduzindo o consumo de reagentes, principalmente de biocatalisador,
assim como o consumo energético do sistema, possibilitando a aplicacdo dos biocatalisadores
em escala industrial.

Como sugestbes para trabalhos futuros:

e Avaliar o reuso das enzimas, apds o processo de transesterificacao assistido por ultrassom;

e Estudar a reacdo de sintese enzimatica de biodiesel assistida por ultrassom, utilizando o 6leo
residual de fritura;

e Aumentar a escala do reator enzimatico em batelada assistido por ultrassom;

¢ Auvaliar um sistema continuo para a transesterificacdo enzimatica assistida por ultrassom;

e Analisar a viabilidade econémica do processo de sintese de biodiesel, catalisada por uma

mistura de lipases em um reator assistido por ultrassom.
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