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Resumo: O biodiesel é um combustivel alternativo, renovavel, biodegradavel e ndo tdxico. A transesterificacdo dos 6leos
vegetais ou gordura animal com alcool é a forma mais usual de produgdo desse combustivel. O emprego de lipases
imobilizadas como biocatalisadoras apresenta-se como alternativa promissora aos catalisadores alcalinos, uma vez que reduz
os problemas de separacado do produto final e diminui a emissao de compostos quimicos danosos ao ambiente. Além disso, a

imobilizacdo aumenta e mantém a atividade da enzima por um maior periodo de tempo quando comparda com a forma livre, e
possibilita a regeneracdo do biocatalisador ao final do processo. Neste contexto, o objetivo do presente trabalho é apresentar
o desenvolvimento de um projeto para sintese de biodiesel via reag@es de transesterificacéo utilizando lipases imobilizadas em
suportes hidrofébicos como biocatalizadoras, além da sua purificacdo e reutilizacdo em ciclos seguintes de operagdo. As
reacdes serdo mantidas em erlenmeyers contendo 2,5g de 6leo de soja, razdo molar de alcool:6leo de 7.5:1, 15% de lipase
imobilizada e 4% de &gua destilada, ambos em relagdo a quantidade de 6leo. A quantificacdo dos produtos obtidos sera
realizada por cromatografia. Ao término deste projeto, almeja-se encontrar resultados satisfatorios, uma vez que se fara uso

de lipases imobilizadas em suportes hidrofébicos, e estas demonstram melhorar a eficiéncia das reacoes.

Palavras-chave: transesterificacdo, suportes hidrofébico, lipases, biodiesel

1. Introducéo

Combustiveis alternativos para motores a diesel sao
cada vez mais importantes devido aos problemas de
poluicdo ambiental. O biodiesel surge como alternativa em
relacdo ao petroleo e seus derivados, ja que sua producdo é
mais barata e a emissao de poluentes diminui muito, além
de ser uma energia renovavel (MACEDO & MACEDO,
2004).

Segundo a “National Biodiesel Board’> (EUA), o
biodiesel é definido como o derivado mono-alquil éster de
acidos graxos de cadeia longa, proveniente de fontes
renovaveis como 0Oleos vegetais, gordura animal, e 6leos e
gorduras residuais, cuja utilizacdo estd associada a
substituicdo de combustiveis fésseis em motores de ignicao
por compressdo (motores de ciclo diesel) (NATIONAL
BIODIESEL BOARD, 1998).

Quimicamente, 6leos e gorduras sdo constituidos de
moléculas de triglicerideos que por sua vez possuem
longas cadeias de &cidos graxos ligados a uma Unica
molécula de glicerol. Estes &cidos graxos podem diferir no
comprimento da cadeia carb6nica, no nimero e posi¢do das
duplas ligagdes nestas cadeias (SUARES, 2007). Entre o0s
Oleos vegetais utilizados em reacBes de sintese de
biodiesel, encontra-se 0 6éleo de soja, e sua composicdo

pode ser visualisada na tabela 1 (COSTA & ROSSI,
2000). Entre os 4&cidos graxos, destacam-se cinco
principais: palmitico (16:0), estedrico (18:0), oléico
(18:1), linoléico (18:2) e linolénico (18:3).

Tabela 1. Composicao de acidos graxos do 6leo de soja.

No. de carbonos Acidos graxos Concentracdo (%)
C12:0 laurico 0,1 (max.)
C14:0 miristico 0,2 (max.)
C16:0 palmitico 9,9-12,2
C16:1(9) palmitoléico tragos-0,2
C18:0 esteérico 3-54
C18:1(9) oléico 17,7-26
C18:2(9,12) linoléico 49,7 - 56,9
C18:3(9,12,15) linolénico 55-9,5
C20:0 araquidico 0,2-05
C20:1 (5) gadoléico 0,1-0,3
C22:0 behénico 0,3-0,7
C22:1 erlicico 0,3 (méx.)
C24:0 lignocérico 0,4 (méx.)
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Os processos de obtencdo de biodiesel comumente
utilizados sdo com 6éleos vegetais e gorduras animais, por
catalise homogénea em meio basico ou acido, com alcool
metilico ou etilico, e este processo € chamado de
transesterificacdo ou alcodlise, sendo o metanol o mais
utilizado por ter melhor rendimento na reacdo (CRUZ,
2007).

Na transesterificacdo, trés moléculas de &lcool
reagem sequencialmente na presenca do catalisador (de
origem quimica ou bioldgica), com uma molécula de
triglicerideo, fornecendo inicialmente o diglicerideo,
posteriormente o monoglicerideo e por Gltimo o glicerol,
bem como, trés moléculas de monoéster (biodiesel)
(FUKUDA et al., 2001; TURKAN & KALAY, 2006;
RODRIGUES et al., 2010) (Figura 1). Todas as etapas
reacionais sdo reversiveis sendo que o equilibrio total
favorece a formacédo dos produtos.
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Figura 1. Etapas da reagao de transesterificagdo de triglicerideos
por lipases com formacdo dos intermediarios: monoglicerideo,
diglicerideo e glicerina (glicerol).

A reacdo de transesterificacdo pode ser realizada de
diversas formas, como o uso de catalisadores alcalinos,
catalisadores  &cidos, biocatalisadores, catalisadores
heterogéneos ou usando alcodis nos seus estados
supercriticos. Entre todos os métodos mencionados para
producdo de biodiesel, apenas o processo alcalino é
utilizado em escala industrial. E um processo com menor
custo efetivo e altamente eficiente. Porém surgem
problemas nas operacfes de downstream, incluindo a
separacdo do catalisador e o alcool ndo reagido do
biodiesel. A remocdo do catalisador envolve muitas
complicacOes e o biodiesel requer repetidas lavagens para
atingir a pureza necessaria (RODRIGUES et al., 2008).

Atualmente, a opcdo pelo uso de catalisadores
enzimaticos na sintese de biodiesel surge como uma
alternativa a catélise alcalina devido as vantagens que este
processo oferece tais como: condi¢bes brandas de
operacdo, facilidade na remocdo do catalisador do meio
onde se encontra o produto e possibilidade de reutilizacéo
do mesmo em varios ciclos reacionais (PAQUES &
MACEDO, 2006; LECA et al., 2010). Um aspecto comum
a estes processos é a busca pela otimizacdo das condicGes

de reagdo, de modo a lhes conferir caracteristicas que os
tornem vidveis e disponiveis para aplicacdes industriais.

As lipases sdo enzimas comumente encontradas na
natureza, podendo ser obtidas a partir de fontes animais,
vegetais e microbianas, nos quais preenchem um papel
chave na modificagdo bioldgica de lipidios (XIAO et al.,
2009). Essas moléculas também podem ser produzidas
pela fermentacdo de microrganismos, tais como os fungos
Aspergillus mucor, Rhizopus penicillium, Geotrichum sp,
leveduras de Tulopis sp e Candida sp, e bactérias
Pseudomonas sp, Achromobacter sp e Staphylococcus sp
(BISEN et al., 2010).

As lipases possuem a fungdo bioldgica de catalisar
hidrdlise de gorduras e dleos, com a subsequente liberacéo
de acidos graxos livres, diacilglicerideos,
monoacilglicerideos e glicerol livre. Sob condi¢des
adequadas, também podem atuar como catalisadoras de
reacbes de acidolise, aminodlise, esterificacdo,
transesterificacdo (ou alcodlise) e interesterificacdo
(XIAO et al., 2009). Contudo, para que a catélise seja
eficiente em um determinado processo, ha necessidade de
proteger as enzimas da interacdo com o solvente, meio no
qual é realizada a reacdo e que poderia provocar a
inativacdo, impossibilitando o andamento da reagdo
(RODRIGUES et al., 2008; TAN et al., 2010). Frente a
este problema, a técnica de imobiliza¢do é utilizada para
fornecer estabilidade térmica e quimica as enzimas e
facilitar sua recuperacéo e posterior reutilizacdo em outros

processos (VILLENEUVE et al., 2000;
DALLA-VECCHIA et al., 2004; RODRIGUES et al.,
2009).

As técnicas usualmente empregadas para imobilizar
enzimas em suportes sélidos sdo baseadas em mecanismos
fisicos e quimicos (GIRELLI & MATTEI, 2005), e estes
podem ser de natureza orgéanica ou inorganica (PETKAR
et al., 2006).

Quando imobilizadas, estas enzimas possibilitam que
se atinja o produto de interesse em via direta, além de
tornar o processo de obtengdo mais “limpo”, ou seja, ndo
h& necessidade da eliminacdo de produtos laterais de
reacdo ou ajuste de pH através de tratamento quimico,
nem necessidade de etapas exaustivas de lavagem ou
extracdo do produto com auxilio de solventes organicos,
sendo estas responsaveis por grande parte da geracdo de
residuos (KNOTHE et al., 2006; RODRIGUES et al.,
2008). Além disso, lipases imobilizadas podem ser
recuperadas ao final do processo, sendo reutilizadas em
novas reagBes, 0 que pode vir a se tornar viavel a sua
aplicacdo a nivel industrial.

Com base nestes aspectos, é de extrema importancia
a obtencdo de solugdes praticas e viaveis economicamente
para o controle de bioprocessos industriais, tais como a
producdo de biocombustiveis, especialmente quando este
apresenta um grave problema em escala industrial Nesse
sentido, o objetivo deste trabalho € o uso de lipases
comerciais de origem microbiana imobilizadas em
suportes hidrofobicos como catalisadoras em reagdes de
transesterificacdo de biodiesel, e a possibilidade de sua
recuperacdo e reutilizagdo em ciclos seguintes de
operagdo.
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2. Materiais e Métodos
2.1 Enzimas e reagentes

Serdo utilizadas lipases de origem microbiana
adquiridas da empresa Novozymes. As enzimas serdo de
trés fontes: Thermomyces lanuginosus, Rhizomucor miehei
e Candida antarctica. As lipases se encontram na forma
livre, sendo imobilizadas esferas de estireno de vinil
benzeno (MCI GEL CHP20P) através de colaboracdo com
0 Prof. Roberto Fernandez-Lafuente, do ICP/CSIC de
Madri.

O 6leo de soja refinado sera comprado no comércio
local e usado sem qualquer tratamento prévio. Metanol e
hexano serdo de grau analitico, e o0s padrGes
cromatogréficos de classe HPLC.

2.2 Reacdo de transesterificacdo

Para o desenvolvimento das reag@es, serdo utilizadas
as seguintes quantidades:

2,5 g de 6leo;

Razéo molar de 7.5:1 alcool: 6leo;

15% de lipase imobilizada em relagéo & quantidade de
6leo;

4% de &gua destilada em relagdo & quantidade de
6leo.

As reacOes serdo mantidas em agitador orbital (200
rpm) a 30 © C por 6 h e acondicionadas em erlenmeyers de
50 mL. As condicbes de operagdo, bem como as
quantidades de dleo de soja, &lcool, 4gua e enzimas para as
reacGes foram determinadas de acordo com Rodrigues et
al. (2008). Contudo, no decorrer do desenvolvimento do
projeto algumas modificagBes necessarias no protocolo
poderdo ser realizadas.

2.3 — Recuperacao e reuso da enzima imobilizada.

Esta metodologia de reciclo sera desenvolvida
conforme RODRIGUES et al. (2008). Ap6s a reagdo de
transesterificacdo, a enzima imobilizada serd separada do
meio reacional por filtracdo e submetida a lavagens com
solvente n-hexano. Ap6s limpeza, a enzima sera secada por
24 horas a 40 ° C, e sera submetida ao reuso em novos
ciclos de reacoes.

2.4 — Analises cromatograéficas.

A caracterizacBdlo de todos os padrdes e a
quantificacdo dos produtos obtidos podera ser realizada por
cromatografia liquida de alto desempenho (HPLC), ou por
cromatografia gasosa (CG). A concentracdo de glicerol
remanescente sera determinada conforme metodologia de
RODRIGUES et al. (2008). Alternativamente, o0s
pardmetros e metodologia de operacdo para quantificacdo
dos ésteres formados (biodiesel) sera determinado ao longo
do projeto.

3. Perspectivas

No intuito de reduzir a geracdo de residuos e
aperfeicoar 0s processos de producdo de biodiesel, a
catalise enziméatica vem sendo estudada e desenvolvida por
varios autores, onde se referencia tanto o uso de lipases

imobilizadas disponiveis comercialmente (KROUMOV et
al., 2007; LECA et al., 2010; LIU et al., 2010), como
sollveis previamente imobilizadas em suportes (COSTA
& ROSSI, 2000; RODRIGUES et al, 2008;
WINAYANUWATTIKUN et al.,, 2011). Desse modo,
assim como nos trabalhos estudados, também se espera
encontrar resultados semelhantes e satisfatérios no
desenvolvimento deste projeto, uma vez que se fard uso de
lipases imobilizadas em suportes hidrofobicos, e estas
demonstram melhorar a eficiéncia das reacOes
(FERNANDEZ-LORENTE et al., 2008; RODRIGUES et
al., 2009%; HERNANDES et al., 2011).

Segundo HERNANDES et al. (2011), a
imobilizacdo de lipases em suportes hidrofobicos reduz a
sua exposi¢do a ataques de substancias degradantes, como
0 peréxido de hidrogénio. O ambiente hidrofébico ao
redor do centro ativo dessas preparacdes tem a capacidade
de aumentar a especificidade da enzima em relacdo a
substratos hidrofobicos e melhorar a reacdo de hidrolise,
além de fazer com que a enzima sofra um ataque menos
intenso a agentes quimicos, mantendo sua atividade. Com
isso, espera-se que na reacdo de transesterificagdo, este
tipo de biocatalisador apresente desempenhos semelhante,
principalmente quanto ao uso repetido, ja que o suporte
hidrofébico pode ajudar para que substratos e produtos,
ndo fiqguem préximos ao sitio ativo, apds a reacdo, e desta
forma a reacéo ocorra de maneira mais efetiva, obtendo-se
uma maior vida 0til do biocatalisador.

A enzima imobilizada em um suporte adequado é
sempre mais ativa que a livre em condicfes reacionais
compardveis. Isto se deve a maior eficacia do sistema
heterogéneo e a maior disponibilidade dos sitios ativos das
enzimas quando confinadas nos poros do solido, uma vez
que em sistema homogéneo ocorre a formacdo de
agregados, ficando os sitios ndo disponiveis no interior
dos mesmos (De CASTRO et al., 2004; HA et al., 2007).
Para ser efetivo na imobilizacfo, o suporte deve deixar a
enzima acessivel aos substratos, manter sua atividade por
um longo periodo e permitir que o0 sistema
(suporte/enzima) seja regenerado ao final do processo,
sem que ocorram perdas na atividade enzimatica
(DALLA-VECHIA et al., 2004).

Embora 0 uso da biocatélise empregando lipases
imobilizadas em suportes hidrofébicos resulte em altas
taxas de conversdo de triglicerideos em seus respectivos
ésteres, além da facilidade de recuperacéo e reutilizacdo
da enzima, alguns problemas ainda precisam ser
resolvidos. A producdo do biodiesel em escala industrial
utilizando lipases ainda ndo tem sido adotada
principalmente devido ao alto custo do biocatalisador,
especialmente quando sdo utilizadas enzimas comerciais
(RANGANATHAN et al., 2008; PESSOA et al., 2010).

Por este motivo, encontrar métodos que reduzam o
custo de aplicagdo do processo enzimatico torna-se
importante, sendo necessario ter conhecimento a respeito
das relagBes entre importantes variaveis da reacdo de
transesterificacdo, e estes pardmetros devem ser
otimizados para que assim haja a maior eficiéncia no
desenvolvimento das reaces, e 0 custo das enzimas possa
ser compensado ao fim do processo. Desta forma, este
projeto fara uso de pardmetros mais satisfatorios de
operacdo ja analisados por outros autores (RODRIGUES
et al., 2008; RODRIGUES et al., 2009"), visando assim
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obter altas taxas de conversdo de biodiesel. Entre alguns
desses pardmetros destacam-se a quantidade de A&gua,
tempo e temperatura da reagdo, razdo molar dleo:alcool e
concentracdo/quantidade de enzima (NIE et al., 2006;
HERNANDEZ-MARTIN & OTERO, 2008; RODRIGUES
et al., 2009°; LEUNG et al., 2010; TAN et al., 2010;
PESSOA et al., 2010).

Biocatalisadores  frequentemente requerem uma
quantidade de &gua presente para manter sua atividade
(JEGANNATHAN et al., 2008). Esse € um importante
fator em reacBes de transesterificacdo e esterificacdo
quando catalisadas enzimaticamente. A 4gua é essencial
para manter a estrutura tridimensional especifica da enzima
e sua total remocdo pode levar a mudangas irreversiveis em
sua estrutura (LU et al., 2009). Entretanto, segundo
RODRIGUES et al. (2009°), a 4gua participa de muitos
mecanismos que causam a inativacdo da enzima, podendo
promover a hidrolise do substrato e limitar a difusdo,
diminuindo assim o rendimento da reacdo. Portanto, a
maior eficiéncia nas reacfes utilizando lipases sera uma
combinacdo do contetdo Otimo de agua, visando a
minimizacdo de reagBes de hidrolise e maximizagdo da
atividade da enzima nas reacOes de transesterificacéo.

Tal como ocorre para a maioria das reagdes quimicas,
a velocidade das reagBes com enzimas aumenta,
geralmente, com a temperatura, dentro de um certo limite
na qual elas sdo estaveis e mantém a sua atividade. Uma
temperatura de reagdo superior pode diminuir a viscosidade
dos dleos e resultar num aumento da taxa de reagdo e num
tempo de reacdo menor, entretanto, esta deve ser inferior
ao ponto de ebulicdo do &lcool para garantir a auséncia de
perdas de alcool por vaporizagdo, e evitar a desnaturacdo
da enzima (NIE et al., 2006). Assim, por raz0es
econémicas, o melhor processo é aquele que ocorre na
temperatura mais baixa e atinge as maiores taxas de
conversdo (HERNANDEZ- MARTIN & OTERO, 2008).

A razdo molar oleo:alcool é igualmente um fator
importante a ser levado em conta nas reagdes enzimaticas,
pois altas concentracdes podem levar a um efeito inibitério
sobre certas lipases (AKOH et al., 2007). Essa inibicdo
pode ser causada devido ao contato da enzima com a fase
organica polar formada, ou a incompleta solubilidade do
alcool na fase 6leo (HERNANDEZ-MARTIN & OTERO,
2008). Entretanto, alguns autores sugerem que ndo existe
consenso em relacdo & 6tima razdo molar 6leo:élcool a ser
usada em reacOes de transesterificagdo enzimética, e este
fato estd diretamente relacionado com diversos fatores,
como: matéria-prima, tipo de alcool, natureza da enzima e
temperatura de reagdo, entre outros (RODRIGUES et al.,
2008)

Visto que a enzima utilizada em transesterificacdes
apresenta um custo muito elevado, é importante determinar
a quantidade adequada a ser utilizada. O teor de enzimas
mostra um efeito positivo na reacdo de transesterificagéo,
indicando um aumento no rendimento de conversdo com o
aumento da quantidade de enzima. No entanto, deve-se
levar em consideracdo a existéncia de um limite, no qual o
aumento no teor de enzimas ndo afete a formagdo de
produto e a taxa de reagdo permaneca constante
(RODRIGUES et al., 2009°).

Outro aspecto importante estudado, e que reduz o
custo de aplicacdo da via de transesterificacdo enzimatica,
¢ a possibilidade de recuperagdo das enzimas, uma vez que

as lipases podem ser separadas por processos de
decantacdo, apds o término da reagdo e ndo necessitam de
meétodos especiais de separacdo (ISO et al., 2001), além de
serem reutilizadas ap6s lavagem com solvente
(RODRIGUES et al., 2009°). Conforme RODRIGUES et
al. (2008), quando é utilizada no primeiro ciclo, alguma
quantidade de enzima pode ser dessorvida, entretanto,
apds varios usos repetidos, ocorre uma diminuicdo do
fen6meno da dessorcdo e hd uma tendéncia a estabilidade
da lipase, fazendo com que haja uma equilibrio do tempo
de vida util da enzima apds maltiplos ciclos de
reutilizacéo.

Nesse mesmo sentido, com a finalidade de manter a
atividade da enzima, este projeto também abordard a
recuperacdo e a possibilidade de reutilizacdo destas
enzimas, visando encontrar resultados analogos aos
encontrados nos trabalhos estudados (WATANABE et al.,
2000; ISO et al., 2001; NOUREDDINI et al., 2005;
YAGIZ et al.,2007; FJERBAEK et al., 2009).

Os bicombustiveis sdo hoje parte da malha
energética nacional e no futuro préximo esta importancia
aumentara e seguramente atingira outros mercados. No
entanto, existe a necessidade de melhorar os processos
industriais para torna-los ainda mais ecologicamente
corretos e rentaveis. O biodiesel, que normalmente é
produzido pelo tratamento quimico, gera como
subprodutos um grande nimero de compostos danosos ao
meio ambiente. A via enzimatica para a producdo de
biodiesel é uma alternativa menos  custosa
ambientalmente, mais ainda ndo existem protocolos
industriais para a sua utilizacdo e se hoje fossem
implantados, possivelmente o custo de sua utiliza¢do seria
proibitivo devido ao alto valor das lipases. Faz-se entdo
necessario o desenvolvimento de pesquisas para tornar o
método de catalise enzimatico menos oneroso e mais
competitivo frente aos processos quimicos.
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