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RESUMO

Diante da necessidade de diminuir a dependéncia dos derivados do petroleo aliada a
busca de combustiveis renovaveis e ambientalmente favoraveis, a producdo de estéres etilicos
(biodiesel) tem se destacado como um processo alternativo e atrativo no mercado mundial. O
presente trabalho teve como objetivo avaliar a potencialidade da lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em suporte hibrido SiO»-B-Ciclodextrina (SiO2-pCD) para mediar a sintese de
ésteres etilicos (biodiesel) a partir do 6leo de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.), pela rota
etanolica em reator de leito fixo operando em fluxo continuo na presenca e auséncia de material
adsorvente. Especial atencdo foi dada a sintese do suporte, analisando o efeito da concentracao
de BCD (0,5% - 4,0%) nas propriedades das matrizes resultantes. A lipase de B. cepacia foi
imobilizada nos suportes hibridos e o0s biocatalisadores preparados apresentaram
comportamentos muito préximos no que diz respeito a atividade hidrolitica, rendimento de
imobilizacdo e parametros cinéticos (Km e Vmax). Entretanto, foram verificadas diferencas em
relacdo ao parametro de estabilidade térmica e a atividade de transesterificacdo, medida em
reacfes de transesterificacdo em regime descontinuo adotando as seguintes condigdes:
temperatura de 45 °C, tempo de reacdo de 72 horas e uma propor¢do de catalisador de 400
unidades de atividade por grama da matéria-prima lipidica (método da hidrdlise do azeite de
oliva). O biocatalisador que apresentou o melhor conjunto de propriedades desejaveis para a
sintese de ésteres etilicos (biodiesel) foi obtido pela imobilizacdo da lipase B. cepacia em SiO--
BCD preparado com 2 % de BCD. Este biocatalisador foi utilizado para produzir ésteres de etila
em reator de leito fixo (PBR) com as seguintes dimensdes (265 mm de comprimento e 11 mm
de didmetro), a 50 °C operando em fluxo continuo por um periodo global de 20 dias. O efeito
da razdo molar 6leo: etanol (1:4, 1:8 e 1:12) foi determinado na formacdo do produto,
rendimento do processo e produtividade. Testes adicionais foram efetuados para avaliar a
remog&o do glicerol por adsor¢éo em cinza de casca de arroz. A razdo molar entre 0s materiais
de partida interferiu de maneira marcante no alcance de elevadas conversdes dos acidos graxos
presentes no Gleo de pinhdo manso em seus ésteres de etila correspondentes, sendo o sistema
maximizado para substratos contendo excesso de etanol (razdo molar 6leo: etanol de 1:12).
Nessas condigOes, o funcionamento do sistema foi comprovado quantitativamente, fornecendo
rendimentos de transesterificagdo médios de 86,98 + 6,81% e produtividade de 73,53 = 5,79
mgester.g .01, A cinza da casca de arroz foi mais efetiva quando intercalada entre duas camadas
de biocatalisador, reduzindo a limitacdo difusional e a inibicdo da enzima pela adsor¢éo do



glicerol no suporte, proporcionando incrementos na formacéao de ésteres de etila em relacéo ao
sistema isento de adsorvente. A eficiéncia da cinza de casca de arroz como material adsorvente
do glicerol foi também comprovada pela anélise de FTIR do material antes e apos utilizacdo
em processo continuo de reacdo de transesterificacdo, revelando bandas nos espectros na regiao
caracteristica do glicerol.

Palavras-chave: B. cepacia, matriz SiO.-BCD, beta-ciclodextrina, ésteres etilicos, cinza de
casca de arroz.
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ABSTRACT

In view of the need to reduce dependence on petroleum products combined with the
search for renewable and environmentally friendly fuels, ethyl esters (biodiesel) production has
stood out as an alternative and attractive process in the world market. The present study aimed
to investigate the potential use of lipase from Burkholderia cepacia immobilized on the SiO»-
BCD hybrid matrix to mediate the ethyl esters (biodiesel) production by the transesterification
reaction of Jatropha curcas oil and ethanol in a packed-bed reactor (PBR) in continuous flow.
The effect of the BCD concentration in the SiO2-BCD hybrid matrix preparation stage, varying
the BCD concentration between 0.5% and 4.0%, was evaluated. Lipase from B. cepacia was
immobilized in the produced hybrid matrices and all the prepared biocatalysts presented very
close behaviors with respect to hydrolytic activity, immobilization yield and kinetic parameters
(Km and Vmax). A difference was observed between the catalysts in relation to the thermal
stability parameter and transesterification activity that were conducted under batch process
adopting the following conditions: temperature of 45°C, 72 h of reaction period and biocatalyst
at proportions of 400 units of activity per gram of the lipid feedstock (method of olive oil
hydrolysis). The biocatalyst that displayed the best set of properties to ethyl esters (biodiesel)
production was obtained by the immobilization of lipase from B. cepacia in SiO2-BCD prepared
with 2 % BCD. This biocatalyst was used to product ethyl esters in a packed-bed reactor (PBR)
in continuous flow using the geometric relations (I = 265 mm and d = 11 mm), T = 50 °C for
20 days. The effect of the molar ratio (1:4, 1:8 and 1:12) was determined in the product
formation, process yield and productivity. Tests then were carried out to evaluate the glycerol
removing using rice rusk ash as adsorbent. The molar ratio between the starting materials
interfered in the conversion of the fatty acids presented in the Jatropha curcas oil and into the
correspondent ethyl esters. The system was maximized for substrates cointaining higher ethanol
excess (molar ratio oil: ethanol 1:12). Under these conditions, the system operation has been
quantitatively proven, providing average transesterification yields of 86.98 + 6.81% and
productivity of 73.53 + 5.79 mgester.g2.hL. The efficiency of rice husk ash was more effective
when intercalated between two biocatalyst layers, reducing diffusion limitation and enzyme
inhibition by glycerol adsorption on the support, increasing the ethyl ester formation in relation
to the adsorbent free system. The efficiency of rice husk ash as glycerol adsorbent material was



Vi

also proved by the FTIR analysis before and after using in a continuous transesterification
reaction, revealing characteristic bands at the glycerol region.

Keywords: B. cepacia, SiO2-BCD, beta-cyclodextrin, ethyl esters, rice husk ash.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

Problemas com a matriz energética global se intensificaram devido ao crescimento
populacional, reducdo das reservas de combustiveis fosseis e a destrui¢do dos recursos naturais
(PATEL et al.,, 2017). Neste contexto, se fez necessario buscar novas fontes de energia
renovaveis, como é o caso do biodiesel, que apresenta a capacidade de ser usado em motores
diesel sem modificacGes além de menores emissdes de gases de efeito estufa. A producgdo
mundial de biodiesel aumentou de 2,4 bilhdes de litros/ano em 2004 para 45 bilhdes de
litros/ano em 2019, tendo a expectativa de que os volumes de producado aumentem ainda mais,
proporcionando ao biodiesel um futuro promissor (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017; ILMI
etal., 2017; TAN et al., 2010; BOCKEY, 2019).

O biodiesel ¢ uma mistura de &cidos graxos e ésteres de alcoois de cadeia curta,
normalmente produzido pela reacdo de transesterificacdo de qualquer triglicerideo (de origem
animal ou vegetal) com um alcool na presenca de um catalisador acido, alcalino ou enzimético
(ALI et al., 2017; HAMDAN et al., 2017; URBAN; SVEE; FRECHET, 2012). Em raz&o das
limitacGes associadas aos catalisadores homogéneos (possibilidade de formacdo de sabdo e
corrosdo dos equipamentos), os catalisadores heterogéneos solidos para a reacdo de
transesterificacdo sdo preferiveis devido a sua natureza ecoldgica e a possibilidade de se
produzir um biodiesel mais purificado (PATEL et al., 2017).

Diversos catalisadores heterogéneos ja foram utilizados para a producdo de biodiesel, a
partir da transesterificacdo de triacilglicerdis, como por exemplo zeoélitas, 6xidos, resinas e
enzimas (lipases) (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017). A utilizacdo de lipases como
biocatalisador € uma contribuicdo crescente, no meio académico, para a producéo de biodiesel.
Os catalisadores enziméticos apresentam como vantagens: alta seletividade/especificidade e
alta eficiéncia catalitica. No entanto, o alto custo do catalisador dificulta o desenvolvimento e
a utilizacéo de enzimas no processo de producéo industrial (YING et al., 2017; ALl etal., 2017;
BADGUJAR; BHANAGE, 2017). Visando reverter esse problema, tem-se o processo de
imobilizacdo enzimatica, que permite a reutilizacdo da enzima além de, em alguns casos,
aumentar a sua estabilidade (SELVAKUMAR; SIVASHANMUGAM, 2017; KUAN et al.,
2013).



Na literatura reporta-se a utilizacdo de diversos materiais e métodos para a imobilizagdo
de enzimas (KUAN et al., 2013). Para a escolha do melhor método de imobilizac&o, deve ser
levado em conta determinadas consideracdes como a atividade global do biocatalisador, a
regeneracdo e inativagdo do suporte, 0s custos com o procedimento de imobilizacdo, a
toxicidade dos reagentes a serem utilizados na etapa de imobilizagdo e as propriedades finais
do biocatalisador (ZANIN; MORAES, 2014).

Além disso, é importante escolher o suporte (matriz) mais apropriado para a
imobilizacdo enzimatica. Em funcdo das vantagens oferecidas pelos suportes hibridos que
conseguem combinar atributos fisico-quimicos dos materiais inorganicos e organicos, o suporte
hibrido silica-p-ciclodextrina (SiO2-pCD) foi utilizado com sucesso em reagdes de
biotransformacao com lipases, em regime descontinuo, obtendo produtos de interesse industrial
como biodiesel (MARTIN et al., 2018).

Os processos comerciais atuais de producdo de biodiesel ainda séo tipicamente
realizados em reatores batelada (processo descontinuo). No entanto, existe um incentivo para
usar configuragdes de producdo continua, pois permitem obter produtividades mais elevadas e
melhor consisténcia do produto. Dentre esses, destaca-se o reator de leito-fixo (PBR), que
apresenta como vantagens simplicidade em relacdo a separacdo do produto/catalisador e
elevada superficie de contato entre o substrato e o catalisador além da vantagem de diminuir o
esforco de cisalhamento em enzimas imobilizadas, geralmente levando a estabilidade em longo
prazo da enzima (ILMlI et al., 2017; AMINI et al., 2017).

Durante a transesterificacdo do 6leo vegetal, o efeito do coproduto glicerol na eficiéncia
da reacdo deve ser cuidadosamente observado. O glicerol é geralmente adsorvido nos suportes
da imobilizacdo de enzimas formando uma camada hidrofilica, o que torna as lipases
inacessiveis aos substratos hidrofobicos (tais como triacilglicerdis residuais, diacilglicerois,
monoacilglicerois), podendo atingir assim, um patamar de baixa conversdo devido ao acumulo
de glicerol, acarretando aumento da resisténcia a transferéncia de massa (AMINI et al., 2017
TRAN; CHEN; CHANG, 2016; HAMA et al., 2013; HAMA et al., 2011b).

Vérias abordagens foram propostas para superar esses problemas, como o uso de
compostos para remocdo de glicerol por adsorcdo, tais como resinas poliméricas e materiais
alternativos, como cinza de casca de arroz (RAMOS et al., 2017; SANTOS et al, 2016). A
utilizacdo da cinza de casca de arroz, como material adsorvente na etapa de purificagdo do

biodiesel, ja foi reportada na literatura, mostrando resultados promissores (SANTOS et al.,



2016). Entretanto a utilizacdo da cinza de casca de arroz como material adsorvente do glicerol

acoplado em um reator de leito fixo € pouco reportada na literatura.

O presente trabalho tem, portanto, como objetivo geral avaliar a potencialidade do
biocatalisador de lipase de B. cepacia imobilizada em SiO2-BCD. Os objetivos especificos sao:
preparar e caracterizar diferentes catalisadores enzimaticos, a partir da imobilizacdo da lipase
de Burkholderia cepacia no suporte hibrido de SiO2-BCD, pelo método sol-gel, variando a
concentragdo de BCD na obtencdo da matriz; verificar a potencialidade do biocatalisador na
producdo de ésteres de etila pela rota etilica (utilizando dleo de Jatropha curcas L.) operando
em forma descontinua (reator de tanque agitado) e continua em reator de coluna (reator de leito
fixo - PBR) e avaliar a utilizacdo da cinza de casca de arroz como material adsorvente do

glicerol formado na sintese dos esteres etilicos (biodiesel) em fluxo continuo.

O objetivo geral foi verificar a potencialidade da matriz de lipase-SiO,-BCD para a
producdo de ésteres de etila em reator de coluna operando em fluxo continuo. Como objetivos

especificos temos:

» Preparacdo e caracterizacdo de diferentes catalisadores enzimaticos, variando a

concentragdo de PCD na elaboragdo do suporte (0,5; 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0%);

» Avaliacdo dos catalisadores desenvolvidos na producdo de ésteres etilicos (biodiesel)

pela rota etilica operando de forma descontinua;

» Avaliacdo dos catalisadores desenvolvidos na producdo de ésteres etilicos (biodiesel)
pela rota etilica operando de forma continua, em um biorreator tipo leito fixo;

» Auvaliacdo da utilizacdo da cinza de casca de arroz como material adsorvente do glicerol

formado na sintese dos ésteres etilicos (biodiesel) em fluxo continuo.






CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sdo abordados os principais temas relacionados ao desenvolvimento do
trabalho experimental, incluindo informagGes sobre lipase, técnicas de imobilizacdo de enzimas
e utilizacdo de suportes hibridos na etapa de imobilizacdo. Sdo também descritas as etapas que
englobam a sintese de biodiesel, as matérias-primas envolvidas, tipos de biorreatores utilizados,
reator de leito fixo (PBR) e estratégias para melhorar o processo de produgdo continua de

biodiesel.
2.1. Lipases

As lipases (glicerol éster hidrolases, EC 3.1.1.3) sdo enzimas amplamente utilizadas
industrialmente e capazes de catalisar uma variedade de reac6es (Figura 2.1), como hidrdlise,
esterificacdo, acidolise, glicerdlise e interesterificacdo (GRECO-DUARTE et al., 2017; KUAN
et al., 2013; MUKHTAR et al., 2016). Isso se deve ao fato das lipases apresentarem ampla
atividade hidrolitica e sintética, estabilidade em meios ndo aquosos e a capacidade de
reconhecer varios substratos (TAN et al., 2010; CHEN et al., 2011; SKORONSKI et al., 2014).

As fontes das lipases sdo de origem animais, plantas e microrganismos. Podem ser
intracelulares ou extracelulares por natureza, podendo ser purificadas a partir de recursos de
fungos, bactérias, algas e leveduras. Em animais, as lipases obtidas a partir de pancreas de porco
sd0 as mais conhecidas e investigadas. Nestes organismos, elas estdo envolvidas em varias
etapas de metabolismo lipidico, incluindo digestdo de gordura, adsorcdo, reconstituicdo e
metabolismo de lipoproteinas. Nas plantas, as lipases estdo presentes em sementes de plantas,
como mamona e canola (Brassica napus) e também sdo encontradas em tecidos de reserva de

energia de varias plantas.

No entanto, para a producdo de enzimas industriais, 0s microrganismos sdo mais
interessantes devido ao pequeno tempo de geracdo, alto rendimento de conversdo do substrato
em produto, grande versatilidade em condi¢Ges ambientais e simplicidade em manipulagédo
genética e condi¢bes de cultivo. Devido a multiplicidade dos habitats, os microrganismos
geralmente produzem varios tipos de lipases, com especificidade distinta quanto a utilizagdo do

substrato e também ao 6timo pH e faixa de temperatura. As lipases podem ser produzidas por



bactérias, fungos filamentosos e leveduras, permitindo que esses microrganismos usem lipidios
de origem animal ou vegetal como fontes de carbono e energia para 0 seu crescimento
(RIBEIRO et al., 2011; NARWAL; GUPTA, 2013; AMINI et al., 2017).

Figura 2.1. — Reac0es catalisadas por lipase
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Fonte: Adaptado de Ribeiro et al., (2011).

As lipases microbianas sdo principalmente extracelulares e tem massa molar entre 30 e
50 kDa e sua faixa de pH ideal é de 7,5-9. As lipases originam-se principalmente de
microrganismos mesofilos e termofilos e tém atividade 6tima a 35-50 °C e 60-80 °C,
respectivamente. A maioria das lipases mesofilas é instavel em temperaturas acima de 70 °C,
enquanto as lipases termoestaveis mostram atividade em até 100 °C. Assim como qualquer
outra enzima, as lipases microbianas sdo classificadas em extracelulares que podem ser
purificadas a partir do meio do caldo de um determinado organismo, como Mucor miehei,
Candida antarctica, Burkholderia cepacia, Pseudomonas fluorescens e lipases intracelular que
ndo podem ser coletadas do meio reacional, mas permanecem dentro ou na célula tais como
Mucor circinelloides (AMINI et al., 2017; CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014;
CORTEZ; DE CASTRO; ANDRADE, 2017).



Entre as purificadas e disponiveis comercialmente, a lipase de Burkholderia cepacia
(BCL, também designada sob o nome comercial lipase PS) se distingue pela sua capacidade de
realizar a sintese organica e tem sido amplamente utilizada para reacGes de transformacéo
bioldgica em fases aquosas e ndo aquosas, isto é, reaces enantiosseletivas de transferéncia do
grupo acila (CHEN; TAN; HUANG, 2010), resolucdo cinética (ANDRADE et al., 2010),
producido de monoacilgliceréis (FREITAS et al., 2010) e sintese de biocombustiveis (DA ROS
etal., 2010; DE SOUZA et al., 2013; LIU et al., 2011).

Lipases sdo enzimas que apresentam capacidade de atuar na interface 6leo/dgua. As
reages hidroliticas por lipases sdo geralmente reversiveis e o potencial dessas enzimas em
sintese organica tem sido bem estudado. Lipases de diferentes fontes possuem propriedades e
eficiéncia cataliticas diferentes. A principal caracteristica da lipase € a sua especificidade. As
especificacbes da lipase foram classificadas em cinco tipos principais: (i) classe de lipidios, (ii)
posicional, (iii) acidos graxos, (iv) estereoquimicos e (v) combinagBes destes.
Regioespecificidade da enzima é a especificidade associada ao tamanho da cadeia do
hidrocarboneto de acido graxo. No que diz respeito a regioseletividade, por exemplo, a posicao
da ligacdo éster, as lipases sdo classificadas em trés classes; sn-1,3-especifico (hidrolisam as
ligacdes éster nas posicoes R1 ou R3 do triacilglicerol (TAG)), sn-2-especifico (hidrolisam a
ligacdo éster na posicdo R2 do TAG) e ndo especifico (ndo distingue entre as posi¢bes das
ligacBes éster a serem clivadas). Como lipases ndo-especificas tem-se a lipase de Candida
antarctica, Candida cylindracea, Candida rugosa, Pseudomonas cepacia (Burkholderia
cepacia) e Pseudomonas fluorescens e 1,3-lipases especificas a lipase de Rhizopus oryzae,
Thermomyces lanuginosus, Aspergillus niger, Rhizopus delemar e Rhizomucor miehei (AMINI
etal., 2017; GULDHE et al., 2015).

A atividade catalitica de diferentes lipases é dependente das caracteristicas estruturais
das cadeias dos acidos graxos, tais como a natureza da cadeia de acido graxo (acido graxo livre,
alquil éster ou glicerol éster), comprimento da cadeia, posicdo das duplas ligacdes, configuracdo
das duplas ligacbes e presenca de grupos ramificados. Essa versatilidade da lipase como
catalisador também ¢é evidente pelo numero de processos implementados nas industrias
(AGARWAL,; GUPTA; DHAR, 2017).

As lipases sdo utilizadas como catalisadores em inddstrias de processamento de
alimentos, detergentes, produtos farmacéuticos, papel, téxteis, industria de cosmeticos, sintese

de produtos quimicos finos, agroquimicos e novos materiais poliméricos. A razdo para o



enorme potencial biotecnoldgico das lipases microbianas € que elas sdo estaveis em solventes
organicos, ndo requerem cofatores, possuem ampla especificidade de substrato e também
apresentam alta enantio-seletividade. Uma das aplicagdes industriais mais interessantes das
lipases € o processo sintético de ésteres de metila e etila de acidos graxos de cadeia longa
(biodiesel) a partir de 6leos e metanol/etanol (BOSCOLO; TROTTA; GHIBAUDI, 2010;
NARWAL; GUPTA, 2013; GULDHE et al., 2015).

As aplicacdes de lipases em modificacfes de 6leo e gordura sao promissoras em muitos
aspectos, incluindo: (1) a eficacia das lipases em condi¢des de rea¢do mais brandas (temperatura
e pressao); (2) a catélise de reagdes especificas; (3) a sua utilidade em sistemas e produtos de
reacdo “natural”; (4) capacidade de redugdo da poluicdo ambiental; (5) a disponibilidade de
lipases proveniente de uma ampla gama de fontes, (6) a capacidade de melhorar as lipases pela
engenharia genética; (7) o uso de lipases para a producéo de biomoléculas particulares. Além
disso, no caso da sintese de biodiesel a base de lipase, a separacdo de glicerol gerado como
subproduto e a purificacdo dos ésteres produzidos sdo facilmente realizadas (XU; FOMUSO;
AKOH, 2000; POPPE et al., 2015).

No entanto, as desvantagens, incluindo a menor estabilidade operacional, a recuperacéo
diferencial e a reutilizacdo da enzima, muitas vezes fazem esta rota atualmente inviavel para a
producdo industrial de biodiesel. Muitos estudos estdo sendo realizados para otimizar as
limitacbes como o alto custo da enzima, baixo rendimento, alto tempo de reacéo, necessidade
de solventes organicos e necessidade de agua na mistura de reacdo. Para tanto, diversas
estratégias sdo testadas visando melhorar a estabilidade da enzima, estudos cinéticos,
modificacdes e desenvolvimento de biorreatores (MA et al., 2017; BAJAJ et al., 2010; RAMOS
etal., 2017).

2.2. Imobilizacdo de lipases

Para explorar as vantagens técnicas e econdmicas da enzima na biocatalise podem ser
aplicadas varias estratégias, como engenharia de enzimas/proteinas, uso de aditivos e
imobilizagdo de enzimas para aumentar a estabilidade enzimatica. Considerando o ponto de
vista da aplicagdo industrial, a imobilizacdo de enzimas em suportes sélidos é uma técnica
atrativa e mais confidvel, que pode funcionar como uma ferramenta versatil para melhorar suas
atividades biocataliticas em meios organicos, aumentar a estabilidade térmica e operacional e
reduzir o custo total de processamento (BADGUJAR; BHANAGE, 2017).



As lipases tém duas conformac0es diferentes: forma fechada inativa e forma aberta
ativa. Elas diferem com base na posi¢cdo de uma cadeia polipeptidica chamada “tampa” que
abrange o local ativo em um ambiente aquoso e abre na interface 6leo-agua, podendo bloquear
ou expor o local ativo da lipase o que permite que 0s substratos se aproximem do sitio ativo.
Devido a extrema flexibilidade do centro ativo das lipases, suas propriedades cataliticas podem
ser facilmente alteradas sem inativar a enzima. Assim, as propriedades da lipase podem ser
fortemente moduladas por pequenas mudangas nas condic¢des da reacdo, assim como mudancas
dramaticas nas propriedades da enzima que podem ser alcancadas usando diferentes protocolos
de imobilizacéo ou por modificacéo fisico/quimica. Portanto, é necessario fornecer abordagens
de imobilizacdo para lipase visando melhorar a atividade enziméatica (MA et al., 2017; AMINI
etal., 2017; RODRIGUES; FERNANDEZ-LAFUENTE, 2010).

A imobilizacdo de uma enzima em suporte sélido representa uma maneira atrativa de
reduzir o consumo de lipase resultando na sua capacidade de reutilizacdo durante varios ciclos
no processo de aplicacdo contribuindo para o desenvolvimento de processos sustentaveis e
econdmicos em biotecnologia (URBAN; SVEE; FRECHET, 2012; BUDZAKI et al., 2017;
BAGHBAN et al., 2017).

Além disso, a tecnologia de imobilizacdo de enzimas ajuda a superar algumas
desvantagens, tornando a enzima mais estavel e resistente a condi¢fes severas, como grandes
faixas de pH e temperatura e aumentando a estabilidade da enzima em relagdo a desnaturacéo
quimica e ao cisalhamento e diminuindo a taxa de inibicdo, protegendo seu estado nativo. Isso
permite o facil manuseio, recuperacdo e reciclagem do biocatalisador e, portanto, pode levar a
reducdo do custo (SELVAKUMAR; SIVASHANMUGAM, 2017; BAJAJ et al., 2010;
TACIAS-PASCAIO et al., 2017; SKORONSKI et al., 2014; CIPOLATTI et al., 2014,
PARAWIRA, 2009; MUKHTAR et al., 2016). A estabilidade é considerada uma limitacao
critica, especialmente quando o meio é predominantemente ndo aquoso. Em meios aquosos,
nos quais as enzimas sao livremente sollveis, a imobilizacdo proporciona um método para
recuperar o biocatalisador por centrifugacdo ou filtracdo (TEO et al., 2014). No entanto, a
imobilizacdo ndo é apenas uma maneira simples de separar a enzima dos produtos da reacao.
Muitas vezes, o processo de imobilizacdo altera propriedades enzimaéticas, produzindo
biocatalisador com atividade, especificidade e estabilidade aprimorada (POPPE et al., 2015). A
Tabela 2.1 mostra um comparativo entre a enzima livre e a enzima imobilizada. A imobilizagédo

de lipases por vérias técnicas em suporte solido € uma tecnologia bem documentada que permite
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a aplicacdo dessas enzimas em VAarios processos industriais, incluindo a sintese de biodiesel
(SOUZA; MENDES; DE CASTRO, 2016).

Tabela 2.1. — Comparagéo entre a enzima livre e a enzima imobilizada.

Caracteristicas Enzima livre Enzima imobilizada
Preco Alto Baixo

Eficiéncia Baixa Alta

Atividade Instavel Estavel
Recuperacdo e reutilizacéo N&o é possivel E possivel
Tolerancia a temperaturae pH  Baixa Alta

Separacdo do substrato Dificil Facil

Separagdo do produto Dificil Facil

Fonte: Adaptado de Noraini et al., (2014).

Na producédo de biodiesel, empregando biocatalisadores, uma area chave é a tecnologia
de imobilizacdo enzimética, que basicamente € desenvolvida para melhorar a reutilizacéo e a
estabilidade da enzima. Além disso, as enzimas séo aplicadas em forma imobilizada para tolerar
solventes organicos, calor e forca de cisalhamento e obter um processo de recuperacdo mais
facil. Para a producdo em larga escala, a imobilizacdo de biocatalisadores € um método
essencial para permitir a producdo continua de biodiesel com o auxilio de um projeto apropriado
de biorreator, como um reator de leito fixo (TRAN et al., 2014; AMINI et al., 2017).

Em comparacdo com os métodos quimicos, a utilizacdo de lipase imobilizada como
catalisador, para a producdo de biodiesel, tem grande potencial por permitir trabalhar em
condi¢des operacionais mais amenas e apresentar alta seletividade gerando produtos de alta
pureza. Além disso, as lipases imobilizadas sdo facilmente recuperaveis e ndo ha contaminacgéo
do produto final, economizando tempo e custo na fase de purificacdo (LV et al., 2017; BOUAID
et al., 2017). Portanto, as matrizes e métodos de imobilizacdo mais efetivos poderiam tornar a
producdo de biodiesel por via enzimatica competitiva em relagdo aos processos quimicos
(NARWAL; GUPTA, 2013).

Existem extensos estudos sobre o uso de lipase imobilizada como catalisador para a
producdo de biodiesel devido as suas vantagens bem reconhecidas, como boa estabilidade
térmica e facilidade de reutilizacdo da lipase (TIAN et al., 2017). As lipases ndo especificas de
Candida antarctica, Burkholderia cepacia (Pseudomonas cepacia) e Pseudomonas fluorescens
e lipases 1,3-especificas de Rhizopus oryzae, Thermomyces lanuginosus, Aspergillus niger,

Rhizopus delemar e Rhizomucor miehei s&o comumente usadas como catalisadores para a
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producdo de biodiesel (GULDHE et al., 2015). Entre estes, a lipase de Burkholderia cepacia
(Pseudomonas cepacia) tem demonstrado resultados promissores (ABDULLA; RAVINDRA,
2013; DA ROS et al., 2010; FREITAS et al., 2009; RAMOS et al., 2017).

A imobilizacdo é o método mais utilizado para alcangar a estabilidade das lipases e
torné-las mais atraentes para uso industrial. As técnicas comuns de imobilizagdo incluem a
adsorcéo fisica sobre um suporte sélido, ligacdo covalente a um suporte solido e encapsulacéo
em matriz polimérica (MA et al., 2017; MORENO-PIRAJAN; GIRALDO, 2011).

A adsorcdo é o método mais simples e tradicional para imobilizagdo de enzimas em
suportes (Figura 2.2). A imobilizacdo por adsor¢do baseia-se em fracas interacdes fisicas entre
a enzima e o suporte (van der Waals, ligacbes de hidrogénio). A adsorcdo pode ser preparada
em condi¢Oes suaves sem grande perda de atividade e o processo associado é relativamente
facil e de baixo custo. Além disso, o suporte pode ser facilmente recuperado possibilitando a
reutilizacdo da matriz. Com estas vantagens, a adsorcao ainda é o método mais utilizado para a
imobilizacdo da lipase (TAN et al., 2010; POPPE et al., 2015; NARWAL; GUPTA, 2013;
NORAINI et al., 2014). Embora a adsor¢éo tenha suas vantagens comerciais especiais por sua
alta atividade em direcédo a producdo de biodiesel a baixo custo, a lipase pode ser dessorvida do
suporte devido as fracas forcas de adesdo entre a enzima e o suporte, isto é, a lipase imobilizada
pode ndo ser suficientemente estavel para evitar que seja dessorvida durante o processo
catalitico (TAN et al., 2010). Celite, polipropileno de celulose, terra de diatoméceas,
polipropileno, membrana téxtil, silica-gel e resina acrilica sdo suportes comumente usados na
técnica de adsorcdo (GULDHE et al., 2015).

Figura 2.2. —Técnica de adsorc¢do fisica para a imobilizacdo de enzimas.

Fonte: Adaptado de Amini et al., (2017).

Na imobilizacdo por ligagdes covalentes (Figura 2.3), as enzimas sdo ligadas
covalentemente ao suporte por grupos funcionais disponiveis na superficie da enzima (TAN et

al., 2010; POPPE et al., 2015). Esse processo tem a vantagem esperada de ligacéo irreversivel
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da lipase a matriz de suporte. Com o método da ligacdo covalente, as interagdes fortes entre a
lipase e o suporte tornam a lixiviagdo enzimética dificilmente ocorre durante o processo
catalitico, proporcionando uma alta estabilidade de ligacdo e facil manuseio do biocatalisador
(TAN et al., 2010). As ligacGes covalentes formadas entre os grupos aldeidos da superficie e
os residuos ativos de aminoacidos na superficie da enzima podem promover a estabilidade de
suas estruturas tridimensionais, reduzindo assim as possiveis mudangas conformacionais
induzidas por solventes e temperatura (SOUZA; MENDES; DE CASTRO, 2016; NORAINI et
al., 2014). Para permitir a imobilizacdo covalente, a ativacdo quimica do suporte deve ser
realizada pela adic&o de grupos como o glicidol ou epicloridrina que reagem preferencialmente
com os grupos hidroxila do suporte. O glutaraldeido é um agente bifuncional usado como agente
de ativacdo em técnicas de imobilizagdo, que reage com os grupos amino do suporte. Outra
caracteristica importante do glutaraldeido é a sua capacidade de adsorver corantes hidrofébicos
(como a rosa bengala) mostrando o caréter hidrofobico do suporte (TAN et al., 2010). A
imobilizagdo covalente de uma enzima resulta em biocatalisadores mais estaveis geralmente
com atividade enzimatica reduzida, uma vez que a ligacdo ao suporte gera mudancas
conformacionais da proteina (BENCZE et al., 2016).

Figura 2.3. —Técnica de ligacdo covalente para a imobilizacdo de enzimas.

J
y,
/-’ ~
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Fonte: Adaptado de Amini et al., (2017).

O metodo de imobilizacdo via encapsulamento (Figura 2.4) de uma lipase envolve a
polimerizacdo de materiais organicos em torno da proteina, resultando em confinamento da
lipase dentro de uma matriz polimeérica (material poroso). Em teoria, a enzima aprisionada néo
esta ligada ao polimero, ou seja, a sua livre difusdo € meramente retida. Como vantagens do
método de encapsulacdo para imobilizar lipase podem ser citadas a rapidez, custo, facilidade e
condi¢bes suaves. A conversdo catalisada pela lipase aprisionada, até o momento, tem

demonstrado baixo desempenho em funcéo da difuséo precéaria do substrato atraves dos poros
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da matriz de suporte, limitacGes da transferéncia de massa, permeabilidade limitada e ao
entupimento dos poros (TAN et al., 2010; POPPE et al., 2015; GULDHE et al., 2015).

Figura 2.4. —Técnica de encapsulacdo para a imobilizacdo de enzima.

o

Fonte: Adaptado de Amini et al., (2017).

A Tabela 2.2 mostra uma comparacdo entre os diferentes métodos de imobilizacéo

enzimaticos.

Tabela 2.2. — Comparacéo dos diferentes métodos de imobilizacdo enzimaticos.

Métodos

Vantagens

Desvantagens

Adsorgao

Ligacédo covalente

Encapsulamento

Condices de preparo sdo faceis,
amenas e de baixo custo.

O suporte pode ser regenerado e
reutilizado.

A lipase imobilizada é bastante
estavel devido as forcas de ligacdo

entre a proteina e o suporte.

As condicdes de encapsulamento
sdo moderadas e 0 método de
imobilizacdo é aplicado a uma

gama de suportes e lipases.

A interacéo entre a lipase e o suporte é
fraca, a capacidade de adsorcéo é
pequena e a proteina pode ser removida
do suporte.

As condigdes de preparo séo rigorosas,
entdo a lipase pode ocasionar perda de
atividade durante o processo de
imobilizacéo.

A lipase imobilizada sempre apresenta
restri¢do de transferéncia de massa
durante o processo catalitico, entdo a
lipase so é efetiva para substratos de

baixa massa molecular.

Fonte: Adaptado de Tan et al., (2010).

Estudos comparativos indicaram que a mesma molécula de lipase pode apresentar
propriedades cataliticas muito diferentes ap6s a imobilizacdo em diferentes suportes. O desafio
é, portanto, selecionar uma técnica de imobilizacdo que permita obter atividade maxima de

lipase, retencéo e estabilidade no substrato de 6leo (DA ROS et al., 2014).
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2.3. Suportes

A selecdo do suporte/matriz depende de varios fatores, como estabilidade térmica,
durabilidade quimica, forca mecanica, tipo de lipase e tipo de sistema de reacdo, facilidade de
regeneracdo, capacidade de carga e seu custo (NARWAL; GUPTA, 2013). E importante
escolher o suporte apropriado para a imobilizacdo enzimatica para que este possa interagir com
as moléculas enzimaticas. As propriedades fisicas e quimicas bem como suas caracteristicas
para uma possivel regeneracdo devem ser cuidadosamente analisadas. Sendo assim, 0 suporte
deve ser escolhido de tal forma a promover facil transferéncia de massa, melhor
compatibilidade com o meio reacional, seja inerte com 0s reagentes, natureza mais ecoldgica e,
0 mais importante, que ndo bloqueie os sitios ativos da enzima (BADGUJAR; BHANAGE,
2017; POPPE et al., 2015).

Um requisito importante para a imobilizacdo de enzimas € que a matriz deve
proporcionar uma area especifica adequada além de fornecer um ambiente inerte e
biocompativel, ou seja, ndo deve interferir na estrutura nativa da proteina. Os suportes para
imobilizacdo enzimatica sdo geralmente selecionados com base em sua resisténcia mecanica,
resisténcia microbiana, estabilidade térmica e quimica, polaridade, facilidade de regeneracao,
capacidade de carga e custo, sendo este Gltimo particularmente importante em aplicacGes
industriais. Em geral, os suportes selecionados possuem boa estabilidade e uma grande
variedade de substancias quimicas estdo disponiveis. Eles também estdo disponiveis em varios
formatos, como granulos porosos e mondlitos, com o Ultimo apresentando uma excelente
transferéncia de massa devido a sua estrutura porosa altamente permeéavel (URBAN; SVEE;
FRECHET, 2012; CIPOLATTI et al., 2014; KARIMI, 2016).

Varios materiais inorganicos/orgénicos, sintéticos e naturais, com caracteristicas
diferentes como tamanho, forma, porosidade, hidrofobicidade e densidade, sdo utilizados como
suportes na imobilizacdo de lipases, tais como resinas poliméricas, silica, ceramica, nanotubos
de carbono, particulas magnéticas e microesferas. A superficie do suporte deve ser projetada de
forma a permitir que a lipase seja inserida dentro da estrutura interna do suporte e, portanto,
materiais porosos sdo favoraveis. Além disso, os poros do suporte devem ser suficientemente
grandes para auxiliar o acesso do substrato ao sitio ativo da enzima e facilitar a saida dos
produtos (AMINI et al., 2017; POPPE et al., 2015). Suportes com um diametro de poro muito
pequeno podem ter seus poros blogueados pela enzima apos a imobilizacdo, deixando uma
grande porcentagem de suas superficies internas inacessiveis ao substrato. I1sso pode ocasionar

menor eficiéncia de imobilizacdo, reduzindo a capacidade da acdo catalitica da enzima.
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Portanto, os suportes porosos sdo geralmente preferidos devido a sua extensa area especifica
que permite maior carga de enzimas e melhor protecdo da enzima imobilizada do meio ambiente
(POPPE et al., 2015).

Apesar de muitas vantagens de suportes inorganicos (por exemplo, alta estabilidade
contra degradacéo fisica, quimica e microbiana), a maioria das aplica¢6es industriais é formada
por matrizes organicas. A estrutura rigida tem a vantagem de nédo sofrer deformacao da matriz
qguando comprimida em reatores do tipo coluna, protecdo da enzima contra forcas de
cisalhamento e colaboracdo na manutencao da estrutura terciaria da proteina. Além disso, uma
variedade de grupos funcionais reativos pode ser "introduzido" em suportes organicos usando

modificacdes quimicas melhorando as caracteristicas finais da enzima (POPPE et al., 2015).

A imobilizacéo pode reduzir o custo do biodiesel e aumentar a estabilidade da lipase. O
tipo adequado de suporte é um fator chave na imobilizacdo enzimatica. Os suportes de enzimas
sdo compostos de polimeros macroporosos e microporosos, matrizes de silica sol-gel, silica
mesoporosa e outras ceramicas porosas (YOU et al., 2013). Os critérios para selecionar a
técnica de imobilizacdo e o suporte dependem da fonte de lipase, do tipo de sistema de reacdo
(solvente organico ou sistema de duas fases) e as condigdes do processo (pH, temperatura e
pressdo) (CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014).

Vaérios trabalhos sdo encontrados na literatura que tratam das diferentes técnicas de
imobilizacdo de lipases, caracterizagdo dos complexos ativados e aplicagcdes em reagdes que se
processam em meio aquoso ou ndo aquoso (SCHMID et al., 2002; SALIS; MONDUZZI;
SOLINAS, 2007). Entretanto, as mais recentes tecnologias de imobilizacdo de enzimas
requerem materiais com propriedades multifuncionais que ndo séo encontradas nos materiais
convencionais. Materiais hibridos organico-inorganico constituem uma alternativa para a
producdo de novos materiais multifuncionais, com uma larga faixa de aplicacdes. Esses
materiais apresentam como vantagens o fato de serem acessiveis e reutilizaveis. A sintese
desses materiais hibridos pode ser alcancada por modificacdo da estrutura inorganica com 0s
componentes organicos, obtendo um sistema que consegue combinar a durabilidade e a
estabilidade inorganica com a plasticidade e as propriedades especificas normalmente
associadas aos materiais organicos.

Dentre os materiais hibridos organico-inorganicos podem ser citados os biocompositos
que sdo produzidos por meio da biomineralizacdo natural. Nestes materiais, 0s minerais

inorgénicos sdo depositados e crescem in situ na matriz polimérica organica em condigdes
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moderadas, que controlam o processo de biomineralizacdo envolvendo as etapas de nucleagéo,

selecdo polimorfa, dire¢do do crescimento cristalino e orientacédo cristalografica dos minerais.

Um sistema usado para estudar a deposicdo dos minerais inorganicos in situ em uma
matriz polimérica organica é o processo sol-gel, sendo este, 0 mais empregado. Os materiais de
partida utilizados no processo sol-gel incluem alcéxidos metalicos, Me(OR)n, € uma pequena
porcéo de &cidos ou bases como catalisador (JOSE; PRADO, 2005; TODOROVA; CHERNEV;
DJAMBAZOV, 2014; YANO; IWATA; KURITA, 1998).

2.3.1. Processo sol-gel

O processo sol-gel € 0 nome dado a uma série de processos em que uma solucao, ou sol,
sofre transicdo sol-gel que envolve um sistema de um "sol" liquido (principalmente coloidal)
para uma fase sélida de "gel". Ao aplicar esta metodologia, é possivel fabricar materiais
ceramicos ou de vidro em uma ampla variedade de formas: p6s em formas ultrafinas ou
esféricas, revestimentos de pelicula fina, fibras cerdmicas, membranas inorganicas micro-
porosas, ceramicas monoliticas e materiais porosos de aerogel (SOARES et al., 2004; SANTOS
et al., 2008). Este método tem sido amplamente investigado por ser um processo de baixo custo,
apresentar facil manipulacdo das amostras, baixa temperatura do processo, simplicidade do
sistema e operacao, bom controle da composicéo do filme e a viabilidade de fabricar filmes em
pequenas e grandes areas para aplica¢des industriais (LIN; TSAI; CHANG, 2017; LI et al.,
2012; PEREZ-GONZALEZ et al., 2015).

Na metodologia sol-gel, é essencial preparar uma solu¢cdo homogénea contendo o
precursor catalitico para coagular uniformemente a solucdo. Uma vez que a taxa de
polimerizacdo de diferentes precursores varia consideravelmente, é necessario testa-los em
relacdo aos seus niveis reativos em solventes polares para formar a matriz, ou para aumentar a
sua taxa de condensacdo, com a adicdo de um acido ou base (SOARES et al., 2004). A técnica
sol-gel também é um excelente método para preparar material hibrido. A sintese a baixa
temperatura permite que materiais organicos ou inorganicos sejam incorporados em matrizes
rigidas de oxido de silicio sem degradacdo. O composto resultante combina as propriedades
quimicas e fisicas do material com a 6tima estabilidade ética, térmica e quimica das matrizes
de oxido de silicio o que leva a melhorias significativas na homogeneidade quimica,
estequiometria, pureza de fase e maior area especifica (SANTOS et al., 2008; BHOSALE;
SHENDE; PUSZYNSKI, 2012).
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Em um processo tipico sol-gel, o precursor é convertido em material vitreo por meio de
uma serie de reacdes de “polimeriza¢do” inorganica que envolve duas etapas. Na primeira
(equacdo 2.1), a hidrolise do precursor alcoxido de um metal ou de um semimetal leva a
formacdo de um produto hidroxilado e o alcool correspondente (MENDES et al., 2011;
PURCAR et al., 2012):

Me(OR)4 + nH,0 —» Me(OR)4-,(OH),, + nROH 2.1
Em que:
Me = Na, Ba, Cu, Al, Si, Ti, Ge, V, W, Y; R = CHs, C2Cs, C3H7, C4Ha,..., ChHon+1.

Em seguida, ocorre uma condensacgéo entre um grupamento ndo hidrolisado do alcoxido
e uma hidroxila (equacdo 2.2) ou entre duas hidroxilas (equacdo 2.3) com formacdo de uma

mistura coloidal chamada de “sol”:
MeOR + HOMe- »- MeOMe- +ROH 2.2
MeOH + HOMe- —»- MeOMe- +H, 2.3

Os hibridos de epoxi-silica sdo conhecidos como materiais eficientes na aplicacdo de
alto desempenho por apresentarem melhor resisténcia mecéanica e estabilidade térmica. O
processo de sol-gel envolve principalmente hidrélise e policondensacdo de precursores de
alcoxidos metalicos, sendo o tetraetilortosilicato (TEOS) o mais utilizado (MENDES et al.,
2011; PONYRKO et al., 2013). Sua compatibilidade com diferentes biopolimeros como
celulose, alcool polivinilico, B-Ciclodextrina, carragenana e quitosana & amplamente reportada
na literatura (MENDES et al., 2011; MARTIN et al., 2018).

O processo sol-gel tem sido um método atraente para imobilizacdo de enzimas, pois
permite 0 encapsulamento enzimatico dentro da matriz inorganica a temperatura ambiente,
permitindo a estabilizacdo das proteinas e evitando assim sua desativacdo (SOARES et al.,
2004; MODOLO et al., 2013). Além disso, a insercao facil de grupos substituintes na matriz de
silicato pode proporcionar as enzimas aprisionadas um microambiente benéfico. Portanto, ndo
é surpreendente que um grande esforgo tenha sido dedicado ao desenvolvimento de processos
de encapsulamento para aumentar a atividade enzimatica, especialmente aquelas com lipases
que apresentam aplicacdo potencial em varios processos industriais (SOARES et al., 2004).

Para expandir ainda mais a sua utilidade sintética, sdo necessarios métodos eficientes para
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imobilizar lipases, uma vez que a imobilizacdo permite a reutilizacdo enzimatica e, assim,

reduzindo os custos gerais do processo (SANTOS et al., 2008).

No presente trabalho, foi utilizado a matriz SiO>-BCD como suporte hibrido, obtida pela
técnica sol-gel, a partir do componente de tetraetilortossilicato (TEOS) e B-ciclodextrina (BCD).
O composto organico de B—Ciclodextrina ja foi reportado, na literatura, para obtencdo do
hibrido SiO2-p—Ciclodextrina (SiO2-BCD) ¢ utilizado como suporte para imobilizar a lipase
Burkholderia cepacia (MARTIN et al., 2018).

2.3.2. Suporte hibrido SiO.-B-Ciclodextrina (SiO2-BCD)

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, de 1->4 monémeros de a-D-glicose
ligados, que apresentam uma superficie externa hidrofilica e uma cavidade central hidrofébica
relativamente menor (em comparacdo com a agua) que sao capazes de encapsular uma ampla
gama de compostos organicos e inorganicos (NAVARRO et al., 2016; CHAUDHURI;
CHAKRABORTY; SENGUPTA, 2010; MANUNZA et al., 1997; OZMEN; YILMAZ, 2009).
As ciclodextrinas sdo nomeadas em: alfa (a), beta () e gama (y), compostas por 6, 7 e 8
unidades de D-glicose, respectivamente. Dentre as trés ciclodextrinas (CDs) a B-ciclodextrina
(B-CD) é a mais utilizada porque esta prontamente disponivel além de possuir um tamanho de
cavidade adequado (CHAUDHURI; CHAKRABORTY; SENGUPTA, 2010; GIDWANI;
VYAS, 2014). Muito interesse na ciclodextrina se deve a sua capacidade de encapsular
moléculas hidrofébicas com tamanho adequado para formar complexos de inclusdo e, em
seguida, alterar propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas das moléculas encapsuladas. A
Figura 2.5 mostra a representacdo esquematica da P-Ciclodextrina (CHAUDHURI;
CHAKRABORTY; SENGUPTA, 2010; MANUNZA et al., 1997). Outra vantagem de se
utilizar a ciclodextrina é a presenca de diversos grupos OH, isto porque o glutaraldeido (agente
de ativacdo do suporte) é capaz de reagir com os grupos OH da superficie do suporte e com 0s
grupos amina da enzima, resultando em bandas semelhantes as da proteina livre (PAULA et
al., 2008).



19

Figura 2.5. — Representacdo esquematica da B—ciclodextrina. (a) Molécula de B—ciclodextrina
e (b) Estrutura da B—ciclodextrina.

Fonte: Adaptado de Chakracorty et al., (2010); Manunza et al., (1997).

As ciclodextrinas sdo moléculas toroidais com uma conformacdo semelhante a um
cilindro coénico. Suas estruturas cilindricas com cavidades de aproximadamente 0,7 nm de
profundidade e 0,5-0,8 nm de didmetro interno produzem varios tipos de propriedades unicas.
A propriedade atraente da ciclodextrina é a presenca de muitos grupos hidroxila em unidades
de glicose, isto ¢é, 18, 21 ¢ 24 para o, p e y-CD (Figura 2.6) (BOSCOLO; TROTTA;
GHIBAUDI, 2010; GIDWANI; VYAS, 2014; NGIM; GU; CATALANO, 2009). Este vazio
central de baixa polaridade é capaz de encapsular (parcial ou totalmente) uma grande variedade
de moléculas de tamanho, forma, estrutura e dimensGes adequadas, resultando em uma

associacao estavel sem formacdo de ligacdo covalente (GIDWANI; VYAS, 2014).

Figura 2.6. — Representacdo esquematica das ciclodextrinas.

n =6 (aCD); 7(fCD); 8(yCD)

Fonte: Adaptado de Gidwani; Vyas, (2014).
As ciclodextrinas (CDs) foram amplamente utilizadas como aditivos para aumentar a
solubilidade de compostos orgéanicos pouco soliveis em agua, pela formagdo de um complexo

de inclusdo entre a molécula hospedeira de ciclodextrina e a molécula hospede
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(CHAKRACORTY et al., 2010). Sao frequentemente utilizadas para solubilizar moléculas
organicas em meios aquosos, uma vez que podem alojar porcGes hidrofébicas dentro da sua
cavidade, enquanto a superficie externa é solvatada. As ciclodextrinas podem ser reticuladas
por reacdo entre grupos OH e um ligante quimico para formar um material insoltvel em agua.
Sua interacdo com enzimas ja foi reportada na literatura, resultando em aumento na estabilidade
enzimatica e velocidade de reagdo em reagdes catalisadas por enzimas em solventes organicos
(BOSCOLO; TROTTA; GHIBAUDI, 2010; OZMEN; YILMAZ, 2009).

Na literatura, a eficiéncia do biocatalisador de lipase-SiO»-B-Ciclodextrina foi testada
com sucesso na sintese de biodiesel a partir do éleo de palmiste em processo descontinuo. As
reacOes foram efetuadas em reatores de vidro cilindrico encamisados com capacidade para 70
mL, acoplados com condensador de refluxo (Figura 2.7) nas seguintes condic¢des: 20 gramas de
meio reacional na razdo molar 6leo/etanol de 1:8 incubados com uma quantidade de
biocatalisador para satisfazer a relacdo previamente estabelecida de 600 unidades de atividade
por grama de matéria-prima lipidica. As sinteses foram efetuadas a 45 °C por um periodo total
de 72 h e agitagdo magnética de 150 rpm, fornecendo rendimentos praticamente totais ( = 97%)
(MARTIN et al., 2018).

Figura 2.7. — Aparato experimental utilizado nas reacdes de etandlise do 6leo de palmiste.

Fonte: Adaptado de Martin et al., (2018).

2.4. Biodiesel

Devido a diminuicéo das reservas de petroleo assim como seus precos oscilantes, aliado
ao consumo excessivo de combustiveis liquidos e as preocupacdes ambientais para reduzir a
poluicdo devido as emissbes aumentadas de gases de efeito estufa associadas ao consumo
excessivo de produtos a base de petrdleo, especialmente para fins de transporte, fizeram do

biodiesel, que é derivado total ou parcialmente da biomassa, uma alternativa a crise energética.
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Isso é devido as vantagens de sustentabilidade, biodegradabilidade e alta combustéo eficiéncia,
além da sua capacidade de ser usado em motores existentes sem modificagdes substanciais
independentemente da sua origem e materias-primas a partir das quais é derivado (YING et al.,
2017; TIAN et al., 2017; ILMI et al., 2017; PATEL et al., 2017; BAJAJ et al., 2010;
KUEPETHKAEW et al., 2017). Vérios paises estabeleceram metas para substituir uma parte
da energia necessaria que devera ser produzida a partir de recursos renovaveis, sendo assim, 0
diesel ndo é excecao, e devera ser substituido por biodiesel para determinados usos (ALl et al.,
2017). A producao mundial de biodiesel cresceu muito nos tltimos anos saltando de 2,4 bilhdes
de litros por ano em 2004 para 45 bilhdes de litros por ano em 2019. A Figura 2.8 mostra a

evolucédo da producdo de biodiesel no decorrer dos Gltimos 13 anos (BOCKEY, 2019).

Figura 2.8. — Producdo mundial de biodiesel por ano (bilhdes de litros).
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Fonte: Adaptado de Bockey, (2019).

Cerca de 45% da energia e 18% dos combustiveis consumidos no Brasil sdo renovaveis.
Em todo o mundo, 86% da energia vém de fontes de energia ndo renovaveis. Pioneiro no uso
de biocombustiveis, o Brasil alcancou uma posicdo desejada por muitos paises na busca de
fontes renovaveis de energia como alternativas estratégicas ao petréleo (DE ARAUJO et al.,
2013). De acordo com a Resolucdo da Agéncia Brasileira de Petrdleo, Gas Natural e
Biocombustiveis - ANP o biodiesel (B100) é definido como um combustivel composto de
ésteres de alquila de &cidos graxos de cadeia longa, derivados de 6leos ou gorduras. A mistura
de Oleos diesel e biodiesel, denominada BX, é um combustivel comercial composto por (100 -
X)% em volume de 6leo diesel e X% em volume de biodiesel (KUSS et al., 2015). Em 2004, o
governo brasileiro iniciou o Programa Nacional de Producdo de Biodiesel (PNPB - Programa
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Nacional de Producdo e Uso do Biodiesel), com a intencdo de usar biodiesel para substituir, em
partes ou totalmente, o diesel do petrdleo para veiculos leves, caminhdes, tratores e geradores
(mistura de 2-5%). Em 2008, a mistura de biodiesel no Brasil foi legalmente estabelecida.
Iniciando a obrigacdo de adicionar 2% de biodiesel ao diesel, esta taxa foi elevada para 5% em
2010 e o uso obrigatdrio de B11 a partir de 2019 com a expectativa de chegar em 15% no ano
de 2023 (ANP, 2019). Na ultima década (2005 - 2015), a producdo brasileira de biodiesel
aumentou rapidamente de 0,736 milhdes de litros para 3,9 bilhGes de litros, fazendo do Brasil
um dos principais produtores mundiais de biodiesel. Entre todos 0s insumos, a soja € a matéria-
prima predominante para a producdo de biodiesel, com contribui¢do de 77% para a producéo
total de biodiesel em 2014 no Brasil (KUSS et al., 2015; CERRI et al., 2017).

O biodiesel é produzido, principalmente, a partir da transesterificacdo de gorduras
animais ou vegetais e um alcool de cadeia curta (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017; TIAN
etal., 2017; ALl et al., 2017, BUDZAKI et al., 2017; SAKAI et al., 2010). O processo requer
uma simples reacdo global envolvendo como materiais de partida triacilglicerdis e alcool que
reagem em temperaturas suficientes com a ajuda de catalisadores homogéneos (NaOH, KOH),
heterogéneos (BaO, MgO / SiO», SrO / SiO.) ou biocatalisadores (lipases). A reagdo também
pode ser realizada sem catalisadores sob condicGes supercriticas. A reacdo produzira ésteres de
metila ou etila de acidos graxos (biodiesel) e como coproduto o glicerol bruto. A possibilidade
de usar qualquer combinacéo de triacilglicerois e alcoois significa que o biodiesel pode ter uma
gama de propriedades fisicas e composicGes quimicas (HAMDAN et al., 2017; SALES;
GHIRARDI; JORQUERA, 2017; MA et al., 2017; SALUM et al., 2010; TRAN et al., 2014).
Séo utilizados triacilglicerois de varias fontes, incluindo éleo vegetal, gordura animal, 6leo
residual ou 6leo microbiano (SALUM et al., 2010; ARUMUGAN; PONNUSAMI, 2014; YAN
etal., 2014).

O biodiesel possui propriedades semelhantes ao combustivel fossil, como densidade,
viscosidade cinematica, ponto de inflamacdo, ponto de fluidez, nimero de cetano, teor de
cinzas, teor de dgua e maior valor de aquecimento. Nos motores de combust&o interna, pode ser
usado como biodiesel puro (100% de biodiesel, denominado B100) ou misturado com diesel de
petréleo convencional como B5 (5% de mistura de biodiesel), B10 (10% de biodiesel), B20
(20% de biodiesel) e assim por diante. A combustdo do biodiesel € mais completa em
comparacdo com o diesel fossil porque o biodiesel contém mais oxigénio em sua estrutura
(BUDZAKI et al., 2017; TAN et al., 2017). O nimero de cetano do biodiesel, o conteudo

energético, a viscosidade e outras caracteristicas do biodiesel também sdo semelhantes aos do
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combustivel diesel baseado em petréleo. Além disso, o biodiesel € essencialmente isento de
enxofre e compostos aromaticos e os motores a diesel alimentados por biodiesel emitem
significativamente menos particulas, hidrocarbonetos, mondxido de carbono e didxido de
carbono do que aqueles operados por diesel fossil (MORENO-PIRAJAN; GIRALDO, 2011;
NOUREDDINI; GAO; PHILKANA, 2005; SAEIDI et al., 2016; MACARIO; GIORDANO,
2013; TAN et al., 2017). O biodiesel também possui propriedades de lubrificagdo superiores e,
assim, aumenta a eficiéncia e a vida util do motor. Finalmente, o biodiesel ndo produz vapores
explosivos e tem um ponto de fulgor relativamente alto. Consequentemente, as caracteristicas
de transporte, manuseio e armazenamento do biodiesel sdo mais seguras do que as propriedades
correspondentes do combustivel diesel convencional (CHOI et al., 2016; BUASRI et al., 2012).

No entanto, a producdo em escala industrial de biodiesel é limitada devido aos
subprodutos indesejaveis, a recuperacdo de glicerol, a remocéo de sais inorganicos e agua, ao
tratamento de aguas residuais e a exigéncia de alta energia (CHEN et al., 2011). Além disso, 0
biodiesel apresenta menor poder calorifico e as emissGes de NOx também sdo ligeiramente
superiores as dos motores diesel que operam em combustiveis diesel convencionais
(MORENO-PIRAJAN; GIRALDO, 2011; NOUREDDINI; GAO; PHILKANA, 2005).

O biodiesel tem muitos beneficios, assim como algumas limitacdes como ja explicado.
Os principais beneficios do uso de biodiesel como combustivel sio (MAHMUDUL et al.,
2017):

O biodiesel emite menos emissdes, como CO2, CO e SO, em comparagdo com o diesel;
Produzir biodiesel é mais facil que o diesel e ¢ menos demorado;

O biodiesel pode fazer o veiculo funcionar melhor, pois tem maior indice de cetano;

O biodiesel prolonga a vida do motor e reduz a necessidade de manutencao;

Pode ser usado sem adicionar lubrificante adicional, ao contrario do motor diesel;

vV V. V V V VY

O biodiesel possui grande potencial para estimular o desenvolvimento rural sustentavel

e é uma solucdo para a questdo da seguranca energética;

A\

O biodiesel € mais eficiente do que o diesel porque é produzido localmente;

A\

O biodiesel néo precisa ser perfurado, transportado ou refinado como diesel;

» O biodiesel € melhor que o petrodiesel em relagéo ao teor de enxofre, ponto de fulgor,
conteudo aromatico e biodegradabilidade;

> E mais seguro manipular, por ser menos toxico, biodegradavel e ter ponto de fulgor mais

alto;
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N&o inflaméavel e ndo toxico, reduz emissdes de escape, fumaga visivel e odores
nocivos;

Nenhuma modificacdo necessaria do motor até B20;

Maior eficiéncia de combustdo, portabilidade, disponibilidade e renovabilidade do

biodiesel.

O biodiesel também possui algumas desvantagens que s&o dadas da seguinte forma:

Emite emissdes de NOx mais elevadas que o diesel;

O biodiesel tem uma natureza corrosiva em contato com o cobre e o bronze;

Maior viscosidade devido a elevada massa molecular e estrutura quimica dos 6leos
vegetais leva a um problema no bombeamento, combustao e atomizacéo no sistema de
injecdo de um motor a diesel;

Biodiesel leva a uma menor velocidade e poténcia do motor.

Degradacédo do biodiesel sob armazenamento por periodos prolongados.

O biodiesel causa desgaste excessivo do motor.

Os biocombustiveis de primeira geracdo sdo derivados principalmente de culturas

comestiveis usando tecnologias convencionais, entretanto, o Oleo derivado de fontes

comestiveis ndo pode satisfazer o requisito de producdo de biodiesel em grande escala e é

necessario pesquisar NOVos recursos renovaveis ndo comestiveis (PATEL et al., 2017; TRAN;

CHEN; CHANG, 2013). A Tabela 2.3 mostra as principais matérias-primas utilizadas para a

producdo de biodiesel.

O custo do biodiesel é baseado nas matérias-primas e no processamento Nnecessario,

sendo assim, o alto custo dos Gleos vegetais virgens torna o biodiesel incapaz de competir

comercialmente com o petrodiesel. O biodiesel tem mais do dobro do preco do petrodiesel e a

matéria-prima é responsavel por cerca de 60-90% do custo operacional total (KUAN et al.,
2013; TRAN et al., 2012; DE ARAUJO et al., 2013; RAKKAN et al., 2017; HE et al., 2015).
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Matéria-prima Exemplo Explicacédo

Oleo vegetal Comestivel: colza, soja, coco, Compete com os alimentos para ser
palma, girassol, oliva, utilizado como substituto do diesel.
amendoim e gergelim. Matéria-prima de 22 geracao ira substituir

N&o comestivel: Algas, algoddo, 0s 6leos comestiveis.
Jatropha curcas e Pongamia.

Gordura animal Gordura de frango, graxa Fonte de TAG, DAG e MAG
amarela e dleo de peixe.

Oleo de cozinha Oleos utilizados no Recicla produtos e previne problemas

usado processamento de alimentos. com depositos de lixo.

Fonte: Adaptado de Zaharin et al., (2017).

Desta forma, fontes ndo comestiveis sdo investigadas como sendo uma fonte potencial
de producéo de biodiesel (TONGROON et al., 2017). A Figura 2.9 apresenta 0s custos gerais

para a producéo de biodiesel.

Figura 2.9. — Custos gerais do processo de producao de biodiesel.
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Fonte: Adaptado de Koh; Ghazi, (2011).

2.5. Matérias-primas para a producéo de biodiesel

No Brasil, muitas sementes oleaginosas séo utilizadas, embora a soja seja a principal

matéria-prima para a producéo de biodiesel no Brasil, existe um potencial de cultivo de outras

oleaginosas com melhores rendimentos de 6leo por hectare e também cultivares especificas

para cada regido do pais, como algod&do, amendoim, girassol, 6leo de palma, mamona, canola e

Jatropha curcas ("pinhdo manso") (KUSS et al., 2015).
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Atualmente, cerca de 350 culturas de 6leo vegetal foram identificadas em todo o mundo
para a producdo de biodiesel, que € dividida em 6leo comestivel e 6leo ndo comestivel. As
fontes de 6leo comestiveis mais comuns séo: 6leo de amendoim, 6leo de soja, 6leo de girassol,
6leo de milho, 6leo de farelo de arroz, 6leo de palma, éleo de coco e 6leo de canola. As fontes
comuns de 6leo ndo comestiveis sdo: Jatropha curcas, Pongamia pinnata, 6leo de semente de
algodéo, 6leo de peixe, dleo de semente de damasco, 6leo de mamona, 6leo de linhaga, Mahua
longifolia e Moringa oleifera. Além das culturas oleaginosas, 6leos microbianos, terpenos,
residuos de 6leo de cozinha e gorduras animais também sdo utilizados para a producdo de
biodiesel (MAHMUDUL et al., 2017; PARAWIRA, 2009; POPPE et al., 2015; ARUMUGAN,;
PONNUSAMI, 2014; BRASK et al., 2011; KOH; GHAZI, 2011). A escolha da matéria-prima
depende da sua disponibilidade com respeito a area geografica (BUDZAKI et al., 2017). A

Tabela 2.4 apresenta o contetdo de 6leo e a producao de sementes e de 6leos ndo comestiveis.

Tabela 2.4. — Conteudo de 6leo e producao de sementes e de 6leos ndo comestiveis.

Espécie Conteldo de 6leo Producdo de semente  Producdo de 6leo
(x 10° toneladas/ano)  (toneladas/hectare/ano)

(%)
Jatropha 50-60 0,20 2,0-3,0
Mahua 35-40 0,20 1,0-4,0
Pongamia 30-40 0,06 2,0-4,0
Mamona 45-50 0,25 0,5-1,0
Linhaca 35-45 0,15 0,5-1,0
Outros 10-50 0,50 0,5-2,0

Fonte: Adaptado de Koh; Ghazi, 2011.

Aproximadamente 95% do biodiesel no mundo é produzido a partir de dleos vegetais
comestiveis. Um dos parametros mais importantes para a sintese comercial e a utilizacdo do
biodiesel é a selecdo de uma matéria-prima de baixo custo. O uso de 6leo vegetal comestivel
para a producdo de biodiesel tem impacto social e econdmico adverso na populagdo global
aumentando seu custo, bem como o custo dos alimentos devido a menor disponibilidade de
6leos vegetais. Portanto, o uso de 6leo ndo comestivel para a producédo de biodiesel pode reduzir
a inflacdo dos precos dos alimentos. As culturas ndo comestiveis podem ser plantadas em muitas
partes do mundo, que tém enormes extensdes de terras. 1sso reduzira a taxa de desmatamento e
evitard a concorréncia com as culturas alimentares. Além disso, as culturas e arvores de 0leo
vegetais ndo comestiveis sdo mais eficientes e amigaveis com o meio ambiente. Os
biocombustiveis gerados a partir de sementes oleaginosas ndo comestiveis ignoram o dilema de
"alimento versus combustivel" (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017; NARAYANAN; DE,
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2015; PARAWIRA, 2009; KOH; GHAZI, 2011). Entre os 6leos ndo comestiveis, 0 proveniente
de Jatropha curcas possui grande potencial para a producéo de biodiesel (KAWAKAMI; ODA;
TAKAHASHI, 2011).

H& aproximadamente cerca de 170 espécies de plantas, arbustos e arvores. A maioria
dessas espécies nativas pertence a América e pertence a familia Euphorbiaceae. Jatropha
curcas € uma das principais espécies utilizadas para a producdo de 6leos (Biodiesel), e sua torta
também pode ser usada como alimento para peixes e animais assim como fertilizantes
organicos. O custo de producgdo da Jatropha curcas é baixo devido a sua rusticidade e facilidade
de cultivo, principalmente em regides tropicais e subtropicais (temperaturas entre 16,5-32,5 °C)
com diferentes regimes pluviométricos (entre 944 e 3121 mm/ano) sem irrigacdo e em solos
com baixa fertilidade, o que reduz a concorréncia de terras agricolas, e diminui o preco do
biodiesel. A producdo de sementes em cultivo é de cerca de 1,5-2,5 t por hectare,
correspondendo a rendimentos de 6leo de 500-720 litros por hectare. Possui periodo de gestacao
mais curto e produz sementes por 50 anos. Oleo de Jatropha curcas ndo é comestivel devido a
presenca dos ésteres de forbol toxicos. E uma arvore perene resistente a seca e & praga, cultivada
na América Central e do Sul, no Sudeste Asiatico, na india e na Africa (TAMILSELVAN;
NALLUSAMY; RAJKUMAR, 2017; LAVIOLA et al., 2017; KUMAR; SINGH; KUMAR,
2017; YAAKOB et al., 2012; QIAN; SHI; YUN, 2010; ARAUJO et al., 2014). Este tipo de
condicdo € encontrado no nordeste do Brasil, onde ha grande &rea arida que precisa de
desenvolvimento (ARAUJO et al., 2014). A Figura 2.10 mostra a origem da planta de Jatropha

e as possiveis areas de cultivo da planta no mundo.

O ¢leo de Jatropha curcas é uma matéria-prima potencial na producdo de biodiesel
devido as suas excelentes propriedades como baixa acidez, boa estabilidade a oxidacéo e baixa
viscosidade. Além disso, a Jatropha é uma planta resistente a seca que pode crescer em terras
de residuos com uma demanda minima de agua e fertilizantes (TAN et al., 2010; TAPANES et
al., 2017; KOH; GHAZI, 2011; FARFAN-CABRERA; GALLARDO-HERNANDEZ;
PEREZ-GONZALEZ, 2017; SOUZA; MENDES; DE CASTRO, 2016).
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Figura 2.10. — Centro da origem da planta de Jatropha e &reas possiveis de cultivo da planta

de Jatropha no mundo.
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Fonte: Adaptado de Laviola et al., (2017).

As sementes da J. curcas contém entre 40,0-60% de 6leo, 4,0-4,7% de cinzas, 3,7-10,1%
de fibra, 17,8-28,9% de proteina e 4,4-5,5% de umidade. A composicao do 6leo das sementes
inclui os &cidos caprico (0,0-0,1%), miristico (0,0-1,4%), palmitico (10,5-19,5%), palmitoleico
(0,8-1,4%), esteérico (2,3-9,7%), oleico (34,3-53,0%), linoleico (20,0-44,4%), linolénico (0,0-
3,0%), araquiddnico (0,0-0,4%) e beénico (0-0,02%) (ARAUJO et al., 2014; ABDULLA,;
RAVINDRA, 2013). Umavez que o 6leo de Jatropha curcas consiste principalmente em acidos
oleicos e linoleicos que sdo &cidos graxos ndo saturados, o biodiesel produzido tem boas
propriedades (KOH; GHAZI, 2011).

Dentre as possibilidades de se produzir biodiesel utilizando 6leos vegetais, a utilizacao
do 6leo de pinhdo-manso (Jatropha curcas) como matéria-prima € bastante reportada na
literatura. Os trabalhos cientificos publicados para a reacdo de transesterificacdo enzimatica de
biodiesel empregando 6leo de pinhdo-manso apresentam resultados semelhantes aos demais
6leos vegetais mostrando o seu potencial nessa area. A Tabela 2.5 apresenta exemplos de
trabalhos publicados utilizando o 6leo de pinhdo-manso como matéria-prima para producédo

enzimatica de biodiesel.

Ma et al. (2017) estudaram a producéo de biodiesel por transesterificacdo enzimatica a
partir do 6leo de pinhdo-manso com etanol utilizando a lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em microesferas de silicone como catalisador. As condi¢des da reacdo foram:
temperatura de 50 °C; 200 rpm de agitacdo; razdo molar 6leo/alcool 1:5; tempo de reacdo de 30
horas. Foi utilizado um reator de tanque agitado (STR) (15 mL) e ao final do processo foi

alcangada uma conversdo em ésteres de 96,10%.
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Tabela 2.5. — Trabalhos publicados para a producéo enzimatica de biodiesel utilizando éleo de
pinhdo-manso como matéria-prima.

Biocatalisador Razéo Condicdes Rendimento Referéncia
molar operacionais (%)
6leo/élcool
B. cepacia em esferas de 15 STR, 30 h, 50°C 96,10 MA et al., 2017.
silicone
B. cepacia em silicatos 1:3 STR, 12 h, 40°C 90 KAWAKAMI,
hidrofobicos PBR, 49 dias 60-70 ODA,
vazao = 0,06mL/h AKAHASHI, 2011.
B. cepacia em atapulgita 1:6.6 STR, 24 h, 35°C 94 YOU et al., 2013.
modificada
B. cepacia em SiO-PVA 1.7 STR, 48 h, 45°C 98,90 CARVALHO et
al., 2013.
T. lanuginosus em 1:3 STR, 48 h, 40°C 88 ZHANG et al.,
particulas magnéticas 2015.
B. cepacia em celite 1:4 Vial, 8 h, 50°C 98 SHAH; GUPTA,
2007.
B. cepacia em alginato/x- 1:10 STR, 24 h, 35°C 100 ABDULLA;
carragenina RAVINDRA, 2013.

Fonte: o autor.

Kawakami, Oda; Takahashi (2011) avaliaram a producdo de biodiesel por
transesterificacdo enzimatica operando de maneira descontinua e continua a partir do 6leo de
pinhdo-manso com metanol e utilizando a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em
silicatos hidrofobicos como catalisador. As condicdes da reacdo descontinua foram:
temperatura de 40 °C; razdo molar dleo/alcool 1:3; tempo de reacdo de 12 h. Foi utilizado um
reator de tanque agitado (STR) (20 mL) e ao final do processo foi alcangada uma conversao em
ésteres de 90%. Para o processo continuo as condi¢des foram: temperatura de 40 °C; razédo
molar 6leo/alcool 1:3; a uma vazéo de 0,06 mLh; reator de leito fixo (PBR) com coluna (0,01
cm x 10 cm) empacotada com 1,87 gramas de biocatalisador. O rendimento foi da ordem de

60-70% durante 49 dias de operagao.

You et al. (2013) avaliaram a producéo de biodiesel por transesterificacdo enzimatica a
partir do oleo de pinhdo-manso com etanol utilizando a lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em atapulgita modificada como catalisador. As condi¢cdes da reacdo foram:

temperatura de 35 °C; 150 rpm de agitacdo; razdo molar dleo/alcool 1:6,6; tempo de reacdo 24
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h. Foi utilizado um reator de tanque agitado (STR) (25 mL) e ao final do processo foi alcangada

uma conversao em ésteres de 94%.

Carvalho et al. (2013) estudaram a producdo de biodiesel por transesterificacao
enzimatica a partir do 6leo de pinhdo-manso com etanol utilizando a lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em SiO2-PVA como catalisador. As condigfes da reagdo foram:
temperatura de 45°C; 150 rpm de agitacdo; razdo molar 6leo/alcool 1:7 ou 1:9; tempo de reacéo
de 48 horas. Foi utilizado um reator de tanque agitado (STR) (50 mL) e ao final do processo foi

alcangada uma conversdo em ésteres de 98,90%.

Zhang et al. (2015) avaliaram a producéo de biodiesel por transesterificacdo enzimatica
a partir do 6leo de pinhdo-manso com metanol utilizando a lipase de Thermomyces lanuginosus
imobilizada em particulas magnéticas ativadas. As condi¢des da reagdo foram: temperatura de
40 °C; 220 rpm de agitacdo; razdo molar dleo/alcool 1:3; tempo de reacdo de 48 horas. Foi
utilizado um reator de tanque agitado (STR) (25 mL) e ao final do processo foi alcangada uma

conversao em ésteres de 88%.

Shah e Gupta (2007) estudaram a producdo de biodiesel por transesterificacdo
enzimatica a partir do 6leo de pinhdo-manso com etanol utilizando a lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em celite como catalisador. As condigdes da reacéo foram: temperatura de
50 °C; 200 rpm de agitacdo; razdo molar 6leo/alcool 1:4; tempo de reacdo de 8 horas. A reacdo

ocorreu em um vial e ao final do processo foi alcangada uma conversdo em ésteres de 98%.

Abdulla e Ravindra (2013) avaliaram a producdo de biodiesel por transesterificacdo
enzimatica a partir do 6leo de pinhdo-manso com etanol utilizando a lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em alginato/x-carragenina como catalisador. As condi¢Bes da reagdo
foram: temperatura de 35°C; razdo molar éleo/alcool 1:10; tempo de reacdo de 24 horas. Foi
utilizado um reator de tanque agitado (STR) (50 mL) e ao final do processo foi alcangada uma
conversdo em esteres de 100%.

2.6. Tecnologias de produgdo de ésteres de etila
2.6.1. Transesterificacao

A principal tecnologia para produzir biodiesel é a transesterificacdo de triacilglicerais,
presentes em Oleos vegetais e gorduras animais, com alcodis mediados por catalisadores
quimicos ou enzimaticos (lipases). A escolha do catalisador é critica para projetar um processo

eficiente, capaz de maximizar o valor dos produtos, minimizando a geracdo de residuos e 0
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consumo de energia. A transesterificagcdo também pode ser realizada por processos supercriticos
a altas temperaturas e pressdes sem usar qualquer catalisador. No entanto, a exigéncia de
temperaturas mais elevadas (400 ° C) e pressdo (450-650 bar) tornam a implementacéo
industrial desse processo bastante desafiadora e dispendiosa. O tipo de catalisador (alcalino,
acido ou enzimaético), concentracdo de catalisador, relacdo molar de alcool/dleo vegetal,
temperatura de reacdo, teor de umidade e conteido de &cidos graxos livres (FFA) do 6leo
vegetal afetam o rendimento de ésteres no processo de transesterificacdo. A limitacdo mais
importante na producao de biodiesel € a transferéncia de massa que depende da intensidade da
mistura durante o processo de transesterificacdo entre o alcool e os triacilglicerdis. Isso porque
esses reagentes ndao sao misciveis, formando duas camadas separadas devido a diferentes
densidades e caracteristicas de mistura incompativeis. Portanto, € vital misturar os reagentes de
forma que seja criada uma area interfacial alta aumentando assim a area de contato entre esses
dois reagentes e aprimorando a transferéncia de massa (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017;
ILMI et al., 2017; VERDUGO et al., 2011; AMINI et al., 2017; TRAN et al., 2012; SOUFI et
al., 2017).

A transesterificacdo € composta por trés reagdes reversiveis sucessivas nas quais 0s
triacilglicerdis e alcool na presenca de catalisadores é convertido em diacilgliceréis que depois
sdo convertidos em monoacilglicerdis que irdo ser convertidos em ésteres de alquila de acido
graxo gerando o glicerol como coproduto. Uma quantidade de alcool superior a estequiométrica
é utilizada para forcar o equilibrio da reacdo em direcdo ao lado da formagdo de produto. Os
alcodis que podem ser utilizados no processo de transesterificacdo sao metanol, etanol, propanol
e butanol, sendo o metanol e o etanol usados com frequéncia. As misturas obtidas apds a
transesterificacdo sdo compostas por monoésteres de alquila de &cido graxo e classificadas
como "biodiesel". Os monoésteres de alquila de acido graxo podem ser ésteres de metila ou
etila, respectivamente, se o &lcool utilizado for metanol ou etanol (AGARWAL; GUPTA,
DHAR, 2017; BUDZAKI etal., 2017; KUEPETHKAEW et al., 2017; MANUNZA et al., 1997;
KARIMI, 2016). A Figura 2.11 mostra o0 processo de transesterificacdo global de um

triglicerideo.
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Figura 2.11. — Processo de transesterificacdo de um triacilglicerideo.

ROCOR
H, L| —OQCOR' Catalisador + I—lgCL' —0OH
HC—-0OCOR" + 3 ROH ROCOR" + H(i —-0OH
H,C — OCOR"™ ROCOR" H,C—OH
Triacilglicerideo  Alcool Mi’stura de Glicerol
Esteres

Fonte: Adaptado de Bajaj et al., (2010).

O metanol é o alcool mais utilizado em reac¢des de transesterificacdo devido ao seu baixo
custo e suas vantagens quimicas (composto polar e alcool de cadeia de carbono mais curta) e
fisicas. No entanto, o metanol é altamente toxico (pode ser absorvido pela pele apds a
exposicdo), apresenta maior risco de explosdo e é produzido principalmente a partir do petréleo,

um combustivel fossil ndo renovavel.

Por outro lado, o etanol é mais higroscopico do que o metanol e apresenta como
vantagens uma maior afinidade em relacdo a umidade e uma toxicidade significativamente
inferior. A utilizacdo do etanol em um processo de producdo de biodiesel utilizando enzimas
como catalisador é vantajoso porque as propriedades da dgua resultam em forgas atrativas fortes
(as pontes de hidrogénio) que existem entre as suas moléculas. A molécula de agua e seus
produtos de ionizagdo, H* e OH", influenciam profundamente a estrutura, a automontagem e as
propriedades das enzimas. Enzimas possuem regides superficiais polares e ndo-polares. Em um
ambiente aquoso, essas duas regides da molécula experimentam tendéncias conflitantes; a
regido hidrofilica interage favoravelmente com a &gua enquanto a regido hidrofdbica tem a
tendéncia de evitar o contato com a agua. A quantidade de agua ligada a enzima é fundamental
para a atividade catalitica em meio ndo aquoso. Lipases sdo altamente ativas quando poucas
moléculas de agua estdo associadas com a molécula protéica. Algumas enzimas necessitam
menos de 50 moléculas de agua por molécula de enzima para exibir sua atividade minima
(LIMA; ANGNES, 1999).

Além disso, o etanol é uma matéria-prima renovavel e produz biodiesel com maior
indice de cetano e estabilidade oxidativa, menor valor de iodo e melhor lubricidade e outras
propriedades. A producéo industrial atual de etanol ¢ a partir de produtos agricolas, portanto, a
utilizacdo de etanol para a producdo de biodiesel, o torna um combustivel completamente
renovavel (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017; ALl etal., 2017; TAN et al., 2010; POPPE et
al., 2015; SIMOES et al., 2015).
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No Brasil, o etanol é produzido em larga escala e é mais rentdvel, os ésteres de etila de
acidos graxos (FAEEs) devem ser produzidos em vez de ésteres metilicos de &cidos graxos
(FAMEs). O fornecimento de bioetanol para a producdo industrial de biodiesel pode ser
facilmente alcancado (SALES; GHIRARDI; JORQUERA, 2017).

2.6.2. Catalise homogénea

A conversdo de triacilglicerdis em ésteres de alquila de &cido graxo pode ser
eficientemente executada usando diferentes catalisadores. Os catalisadores homogéneos
alcalinos e acidos sdo os catalisadores mais utilizados (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017;
PATEL et al., 2017).

A transesterificacdo catalitica alcalina € um método de producdo muito mais rapido e
eficiente do que a transesterificacdo catalisada por acido para a producéo de biodiesel. Também
€ menos corrosiva para 0s equipamentos industriais, consequentemente, € 0 processo mais
usado no mercado comercialmente. Os hidroxidos de sodio e potassio (KOH/NaOH) sdo os
catalisadores alcalinos mais utilizados para converter o 6leo em ésteres etilicos/metilicos de
acidos graxos (FAME/FAEE). Os catalisadores homogéneos também sdo muito sensiveis aos
acidos graxos livres (FFA) e aos teores de dgua presentes no 6leo. Os altos contetidos de FFA
presentes nas matérias-primas sao responsaveis pela formacéo de sabdo quando catalisados com
NaOH/KOH. A utilizacdo de catalisadores homogéneos alcalinos adiciona etapas de separagao
e purificagdo ao processo de producdo de biodiesel para garantir o cumprimento das
especificacfes de biodiesel. A contaminacdo de glicerol produzida na transesterificagdo
catalisada homogénea pelo catalisador afeta negativamente a qualidade do glicerol, o que reduz
o valor do glicerol produzido. Durante a producdo de biodiesel em escala industrial, grandes
quantidades de &guas residuais contaminadas também sdo geradas porque sao necessarias varias
etapas de lavagem do biodiesel com &gua para remover o catalisador. E muito dificil recuperar
e reutilizar o catalisador homogéneo desse processo. Existe uma queda significativa na
conversdo de éster, quando o teor de FFA aumenta além de 2% (4 mg KOH /g) na matéria-
prima. Tendo isso em mente os autores recomendam um limite de 1% de conteudo FFA para o
uso de catalisadores alcalinos (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017; PATEL et al., 2017;
AMINI et al., 2017; DE; SIKDER; NARAYANAN, 2017; PARAWIRA, 2009).

No processo de transesterificacdo mediada por acido, o catalisador ndo € afetado pela
presenca de FFAs. Os catalisadores acidos séo normalmente utilizados para converter FFAs em
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ésteres de alquila para 6leos com alto conteudo de FFA, especialmente 6leos de cozinha ndo
comestiveis e com residuos. Os acidos fortes como o acido sulfurico (H2SO4) e o acido
cloridrico (HCI) sdo os catalisadores acidos mais utilizados no processo de transesterificacdo
catalisada por acido. No entanto, devido a maior corrosividade, o0 HCI néo é preferido para a
producdo comercial de biodiesel. Para a conversdo eficiente de triacilglicerdis usando
catalisadores &cidos, o teor de umidade da matéria-prima deve ser inferior a 0,5% para atingir
um rendimento de biodiesel superior a 90%. Com maior concentracdo de catalisador acido,
pode ser utilizada uma proporcdo menor de alcool para 6leo. Para acelerar a taxa de reacéo,
podem ser utilizadas temperaturas mais elevadas (90-95°C) no caso de catalisadores acidos.
Isto sugere que sdo necessarias condicGes de reacdo mais severas para as reacOes de
transesterificacdo catalisadas por &cido em comparacdo com as reacdes de transesterificacdo
catalisadas por base. O requisito de maiores quantidades de alcodis e catalisadores, a duracédo
da reacdo mais longa e a corrosdo dos equipamentos por acidos fortes, aliada a dificuldade de
separar 0 biodiesel do excesso de &lcool utilizado no processo, tornam o processo de
transesterificacdo catalisado por &cido inadequado para a producdo de biodiesel em escala
industrial (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017; AMINI et al., 2017; PARAWIRA, 2009;
MACARIO; GIORDANO, 2013).

Estes processos tém varias desvantagens, tais como: consumo de energia, dificuldade
de recuperacdo do catalisador, producdo de grande quantidade de &guas residuais altamente
alcalinas ou &cidas e causa problemas de corrosdo no equipamento. Essas desvantagens
restringem seriamente o desenvolvimento de caminhos quimicos convencionais para o biodiesel
(MA et al., 2017). A Tabela 2.6 mostra a compara¢do dos métodos de transesterificacao

homogénea.
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Tabela 2.6. — Comparacdo dos metodos de transesterificacdo utilizando catalisadores
homogéneos.

Catélise alcalina Catélise acida

Temperatura de reacdo (°C) 60-70 55-80

FFA na matéria-prima Produtos saponificados Esteres
Agua na matéria-prima Interfere na reacéo Interfere na reacéo
Rendimento de ésteres Alto Alto
Purificacdo do glicerol Dificil Dificil
Purificacao dos ésteres Lavagens repetidas Lavagens repetidas
Avaria dos equipamentos Baixo Alto

Custo do catalisador Barato Barato
Tempo de reagdo Curto Curto

Fonte: Adaptado de Parawira, (2009); Guldhe et al., (2015).

Os problemas relacionados com a eliminacdo de aguas residuais contaminadas, a perda
de catalisador e a reducdo do rendimento do processo podem ser eliminados até certo ponto,
utilizando catalisadores heterogéneos.

2.6.3. Catalise heterogénea

O catalisador heterogéneo elimina os custos adicionais associados com a remog¢éo do
catalisador ap0s a transesterificacdo. No entanto, estes catalisadores ddo menores rendimentos
de biodiesel a um custo significativamente maior em compara¢do com catalisadores
homogéneos. O requisito de maiores quantidades de alcodis e a duracdo da reacdo mais longa
limitam a opcdo do processo de transesterificacdo heterogénea para a producéo de biodiesel em
escala industrial, no entanto, esse processo possui um grande potencial para melhorias no
rendimento e pode surgir como 0 mais barato processo para producao de biodiesel em escala
comercial no futuro (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017; PARAWIRA, 2009; HAMA et al.,
2011a; ENDALEW; KIROS; ZANZI, 2011; GOHAIN; DEVI; DEKA, 2017).

As principais caracteristicas de catalisadores heterogéneos referem-se a sua capacidade
de catalisar a transesterificacdo e a reacdo de esterificacdo ao mesmo tempo. Os catalisadores
heterogéneos acidos séo classificados como resinas de permuta cationica, sais minerais, sélidos
suportados e catalisadores de heteropoliacidos. O 6xido de zircbnio, 6xido de titanio, éxido de
estanho, zedlitas, catalisador a base de carbono sulfonado e os heteropoliacidos (HPAS) estdo
entre os principais catalisadores acidos heterogéneos. Os catalisadores heterogéneos basicos

sdo classificados como oxidos metalicos, 6xidos metalicos mistos, zeolitas, metais alcalino-
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terrosos suportados. O éxido de célcio (CaO), 6xido de magnésio (MgO), éxido de estroncio
(SrO) e os dxidos mistos sdo os principais catalisadores heterogéneos basicos. Um ponto chave
para reduzir o custo total do sistema é o uso de 6leos ndo comestiveis de baixo custo, que
tipicamente contém FFA elevado. Foi relatado que o catalisador heterogéneo também pode ser
reutilizavel durante varias vezes antes que a sua atividade catalitica comece a cair (AMINI et
al., 2017; BUASRI et al., 2012; TAN et al., 2017). Assim, o desenvolvimento de um catalisador
heterogéneo com uma alta estabilidade e a capacidade de produzir FAME/FAEE sob
temperatura suave e pressao atmosférica sdo de grande interesse para as escalas industriais
(ALSHARIFI et al., 2017).

O grande desafio no que diz respeito a substituicdo dos catalisadores homogéneos
tradicionalmente aplicados na trans/esterificacdo de acidos graxos € desenvolver catalisadores
heterogéneos estaveis com fortes sitios acidos e alta reatividade, facil separacdo dos produtos e
que ndo sejam corrosivos. O desenvolvimento de catalisadores ativos para reagdes de
trans/esterificacdo de &cidos graxos possibilita tornar o biodiesel um combustivel mais
competitivo, tanto no que diz respeito a seu custo de producdo guanto a questdes ambientais
envolvidas no processo de producdo (CHEN et al.,, 2015; BASSAN et al., 2013; SILVA,;
CARDOSO, 2013).

2.7. Sintese de ésteres de etila por catalise enzimatica

Muitos pesquisadores investigaram o uso de enzimas como catalisadores para a
transesterificacdo de triacilglicerdis para a producdo de biodiesel. Existem trés componentes
principais no processo catalisado por lipase: lipase, que serve como catalisador, e 6leo e alcool
(etanol ou metanol), que em conjunto servem como substrato (figura 2.12). O uso de
microrganismos como fonte de lipase é vantajoso, ja que a maioria deles é capaz de produzir
enzimas com alta taxa de producdo e custo relativamente baixo. Atualmente, Novozym 435,
que € isolada e purificada a partir de recursos fungicos de Candida antarctica e Rhizopus
oryzae, é a preparacao enzimatica mais empregada para catalisar a transesterificacdo enzimatica
com elevada e consistente eficiéncia (acima de 90%) (AGARWAL; GUPTA; DHAR, 2017;
YING et al., 2017; AMINI et al., 2017; KO et al., 2012).
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Figura 2.12. — Processo de transesterificacdo de um triacilglicerol utilizando etanol por catalise

enzimatica.
R, -COO-CH . : HO-CHS
| 2 lipase R, -COO-CaH s 2
R5-COO-CH #3 CHOH — R, -COO-CoHi + HO-CH
R+-COO-CHa R, -C00-CoH e HO-CH,
Triacilglicerol  Etanol Etil ésteres de acidos graxos  Glicerol

Fonte: Adaptado de Karout; Pierre, (2009).

Os catalisadores enziméticos superam as principais desvantagens dos catalisadores
quimicos e mostram maior toleréncia aos &cidos graxos e a agua nas matérias-primas sendo
preferivel pelas seguintes caracteristicas: baixa temperatura de reacdo (25-65 °C), pressdo e
residuos, subproduto de glicerol de qualidade e facil remocéo de catalisador. No entanto, o alto
custo, tempos de reacao relativamente longos e a reutilizacdo precéria sdo os problemas comuns
do biocatalisador, que dificultam o desenvolvimento do processo enzimatico em escala
industrial. O futuro desta rota é essencialmente dependente da reducdo do custo de producéo
dos catalisadores enzimaticos, o que pode proporcionar maior rendimento de biodiesel
(AGARWAL,; GUPTA; DHAR, 2017; YING et al., 2017; ALl et al., 2017; ILMI et al., 2017,
DIAS et al., 2017; TRAN et al., 2012).

Além disso, podem ser citados como principais limitagdes do uso industrial das enzimas:
menor estabilidade térmica, maior susceptibilidade a desnaturacéo e falta de estabilidade 6tima
de operacdo. Para explorar as vantagens técnicas e econdmicas da enzima na biocatalise, foram
aplicadas varias estratégias, como engenharia de enzimas/proteinas, uso de aditivos (solventes)
e imobilizacdo de enzimas para aumentar a estabilidade da atividade. Entretanto, com o uso de
enzimas imobilizadas, a recuperagdo da lipase ndo é um problema. Existem estudos extensivos
sobre o uso de lipase imobilizada como catalisador para a produgdo de biodiesel por suas
vantagens bem reconhecidas, como boa estabilidade térmica, facilidade de reutilizacdo da
lipase, permitem trabalhar sob condi¢cdes operacionais suaves, apresentam alta seletividade,
sem reacOes secundarias significativas e levar a produtos de alta pureza (BADGUJAR,;
BHANAGE, 2017; LIU et al., 2012; DE; SIKDER; NARAYANAN, 2017; MORENO-
PIRAJAN; GIRALDO, 2011; KUAN et al., 2013; BOUAID et al., 2017). A Figura 2.13 mostra

o fluxograma de um processo de producdo enzimatica de biodiesel.
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Figura 2.13. — Fluxograma de producéo enzimatica do biodiesel.

Triacilglicersis | Etanol/metanol

Separagdo

’ FAEE/FAME
— (Biodiesel)

Transesterificacdo
Catalizada por lipase

Lipase
Reciclo da lipase

Fonte: Adaptado de Amini et al., (2017).

Assim, o biodiesel produzido por reacdes de transesterificacdo usando lipase oferece as

seguintes vantagens ambientais e econémicas sobre a rota quimica (NARWAL; GUPTA, 2013;
CHRISTOPHER; KUMAR; ZAMBARE, 2014):

YV V. V V V V V V

Y VY

Requer menor quantidade de alcool e ndo resulta em reacfes secundarias.

Etapa de purificacdo simplificado;

Menor consumo de energia;

Maior pureza de subproduto de glicerol;

Nenhuma formacéo de sabdo no sistema;

Uso de temperaturas de reacdo mais amenas;

Alta seletividade e especificidade da trans/esterificagdo em relacéo aos substratos;
Eliminacdo dos custos de tratamento associados a recuperacdo de catalisadores
quimicos;

Biodegradabilidade de enzimas e aceitabilidade ambiental,

Oportunidade para reutilizacdo enzimatica e estabilidade melhorada pela imobilizagdo

enzimatica.

Entretanto, também foi demonstrado que alguns problemas de difusdo podem reduzir a

atividade de enzimas imobilizadas nessas reac6es. O acimulo de subprodutos de reacdo (agua

e glicerol) é o principal motivo para a inativagdo de lipase durante a operagdo, alem do efeito

negativo de alcoois (principalmente metanol) na estabilidade enzimatica (TIAN et al., 2017;
TACIAS-PASCAIO et al., 2017; TRAN; CHEN; CHANG, 2016).
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O desenvolvimento do sistema operacional empregando enzimas imobilizadas envolve
um grande nimero de decisdes e ajustes de parametros, como escolha adequada de suporte para
imobilizacdo de enzimas, configuracdo de reator apropriada e modo de operacdo. Somado a
isso, a compreensdo da cinética da reacdo é necessaria para estabelecer um sistema operacional
estavel para produzir uma grande quantidade de produto ao menor custo, mantendo uma
produtividade constante ao longo do tempo (COSTA-SILVA et al., 2014). Tanto o processo
continuo como descontinuo podem ser usados para a conversdo de 6leo em biodiesel por
transesterificacdo catalisada por lipase. No entanto, o processo continuo € comparativamente
mais atraente (GULDHE et al., 2015).

A Tabela 2.7 mostra um comparativo entre a producdo de biodiesel por
transesterificacdo utilizando os diversos catalisadores heterogéneos: acidos, basicos e as lipases

imobilizadas.

Tabela 2.7. — Comparacdo da producdo de biodiesel por transesterificacdo utilizando
catalisadores heterogéneos

Acido solido Base sélida Lipase imobilizada
Consumo de energia Alto Relativamente baixo  Moderado
Taxa de reagédo Menor que o basico Répido Relativamente baixo
Temperatura de reagdo Alto Média Média
Influéncia da H.O Né&o Sim Né&o
Influéncia dos FFA Né&o Sim Né&o
Pré-tratamento dos FFA Né&o Sim Né&o
Formagé&o de sabdo Né&o Sim Né&o
Recuperagdo do produto Simples Simples Simples
Lixiviagdo dos sitios ativos Sim Sim Tipicamente ndo
Inibicdo do catalisador Néo Sim N&o
Reutilizacdo do catalisador Sim Sim Sim
Rendimento Alto Alto Alto

Fonte: Adaptado de Amini et al., 2017.

A Tabela 2.7 mostra que as principais vantagens em se utilizar a lipase imobilizada, em
comparacao ao catalisador &cido, como catalisador para a produgdo de biodiesel s&o o0 consumo
de energia que é moderado, a temperatura da reacdo ser menor e o fato de ndo apresentar a

lixiviagdo dos sitios ativados para 0 meio reacional. Em comparagdo com o catalisador basico,
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a via enzimética ndo apresenta influéncia em relacdo a presenca de &gua, dos &cidos graxos

livres (FFA) além de ndo gerar a formag&o de sabdo.

2.8. Biorreatores com lipases imobilizadas

Os processos comerciais atuais de producdo de biodiesel ainda séo tipicamente
realizados em reatores de batelada ou alimentados. No entanto, ha um incentivo para usar
configurac@es de producdo continua, pois permitem melhor consisténcia do produto e menores
tempos de indisponibilidade (tempo morto). A producédo enzimatica de biodiesel é realizada em

sistema batelada ou continuo.

Até a presente data, houve varios avancos no design do biorreator, sendo o reator de
tanque agitado (STR), o reator de leito fixo (PBR) e o reator de leito fluidizado (FBR)
comumente aplicados na produgdo de biodiesel utilizando catalisadores enzimaéticos.
Geralmente referidos como reatores eficientes para reacdes enzimaticas descritas na literatura,
especialmente os tipos continuos. Para evitar a perda de produtividade, a operacao é realizada
em um periodo mais longo, de modo que as variaveis de estado permanecem constante (ILMI
et al., 2017; AMINI et al., 2017; ARUMUGAN; PONNUSAMI, 2014). A Tabela 2.8 mostra
as principais variaveis para a escolha do biorreator.

Tabela 2.8. — Principais variaveis analisadas para a escolha de um reator utilizando enzimas
imobilizadas.

Fatores

Caracteristicas

Forma da enzima imobilizada
Natureza do substrato
Condic0es reacionais
Parametros cinéticos

Superficie catalitica por unidade de volume do
reator

Transferéncia de massa

Possibilidade de substituicdo e regeneragao do
biocatalisador

Construcéo do biorreator

Custo operacional do biorreator

Modo de operacéo

Particulas, membranas ou fibras.

Solido, suspenso ou coloide.

Controle de temperatura e do fluxo reacional.
Inibig&o pelo substrato, produto ou ambos.
Tamanho do suporte e presenca de poros
Efeitos difusionais internos e externos ao

biocatalisador
Tempo morto operacional

Geometria, caracteristicas hidrodinamicas do
fluido e condigdes operacionais.
Energia e manutencéo

Descontinuo ou continuo

Fonte: Adaptado de Poppe et al., (2015).
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O reator de tanque agitado (STR) pode ser usado de maneira descontinua (BSTR) ou
continua (CSTR). O STR é amplamente utilizado em escala de laboratorio, enquanto para
processos continuos, PBR e FBR sdo mais propensos a serem aplicados em escala industrial. O
reator tipo STR contém um agitador tanto em batelada quanto em modelo continuo. A agitacdo
vigorosa fornece um contato eficiente entre a enzima e o substrato. Apesar do STR ser
vantajoso, por sua fécil construcdo, operacdo e manutencdo, esse sistema apresenta algumas
desvantagens devido ao fato de que os sistemas imobilizados ndo podem suportar cargas
pesadas no reator. Além disso, sdo suscetiveis a quebras devido ao alto risco de cisalhamento
impostas pela agitagcdo mecanica, reduzindo assim a possibilidade de reutilizacdo da enzima
imobilizada e prejudicando a viabilidade econdmica do processo. Em um FBR a enzima
imobilizada € mantida suspensa por meio da recirculacdo da solucdo de substrato bombeada
através do sistema. Em comparacdo com os PBRs, os FBRs apresentam menor queda de
pressdo, fluxo mais uniforme e menor formacdo de canais preferenciais. Embora os FBRs
tenham algumas vantagens em relacdo aos reatores de leito fixo e agitado, poucos exemplos de
producdo de biodiesel catalisada por enzimas em FBR continuo foram relatados. Facil de operar
e com menos complicacdes, em relacdo a separacéo catalitica do produto, favorecem o uso de
reatores de leito fixo (PBR). Em geral, o reator de leito fixo (PBR) permite o uso repetido de
enzimas uma vez que as tensfes de cisalhamento sdo menores quando comparadas aos
biorreatores agitados (STR), tornando os reatores PBR mais atraentes devido a sua alta
eficiéncia, baixo custo e comparativamente mais facil construcdo, operacéo, escala e controle
automatico. No entanto, o PBR pode ser limitado por uma alta queda de pressdo ao longo do
leito ou obstrucdo do leito de catalisador por acumulacéo de componentes insollveis da mistura
reacional (ILMI et al., 2017; AMINI et al., 2017; HAJAR et al., 2009; XU; NORDBLAD;
WOODLEY, 2012; ITABAIANA; MIRANDA; DE SOUZA, 2013; RAMOS et al., 2017).

A Figura 2.14 ilustra exemplos de biorreatores empregados em processos envolvendo

enzimas livres ou imobilizadas.

Apesar de numerosos estudos focados em varios parametros de reacéo, as informacoes
publicadas sobre configuracbes de reator sdo relativamente escassas. Para minimizar as
limitacdes tecnoldgicas para a producédo de biodiesel pelo método enzimatico, sdo necessarios
mais estudos sobre o desenho do biorreator e a ampliacdo de escala do processo. O projeto do
reator enzimatico precisa de conhecimento suficiente da cinética da reacdo, da hidrodinamica

do sistema, dos mecanismos de transferéncia de massa, da escolha adequada do suporte para
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imobilizacdo e 0 método de operacdo do biorreator (AMINI et al., 2017; HAMA et al., 2013;
HAMA et al., 2011a; COSTA-SILVA et al., 2014).

Figura 2.14. Exemplos de biorreatores utilizados em processos envolvendo enzimas livres ou
imobilizadas. Reatores (A) batelada tanque agitado (BSTR - Batch stirred tank reactor), (B)
continuo tanque agitado (CSTR - Continuous stirred-tank reactor), (C) Reator de leito fixo
(PBR -Packed-Bed Reactor) e (D) Reator de leito fluidizado (FBR- Fluidized bed reactor).
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Fonte: Adaptado de Amini et al., (2017).

2.9. Reatores de leito fixo

O reator de leito fixo (PBR) € basicamente uma coluna cilindrica que contém um leito
fixo no qual o biocatalisador é empacotado e a solucdo reagente é bombeada a uma taxa de
fluxo desejada. 1sso resulta em maior desempenho de reagdo. Nos sistemas PBR, a superficie
de contato do substrato e do catalisador ¢é elevada, pois o substrato passa diretamente na camada
de catalisadores. O PBR facilita a opera¢do, tornando-a adequada para um eventual aumento de
escala, além de diminuir o esforco de cisalhamento em enzimas imobilizadas, levando
geralmente a estabilidade de enzimas por longo prazo. Contudo, algumas desvantagens deste
sistema podem ser citadas, como a facilidade de obstrucéo do leito, o aparecimento de caminhos
de fluxo preferencial e ineficiéncias de transferéncia de calor e massa (TAN et al., 2010; AMINI
et al., 2017; CHEN et al., 2011; SKORONSKI et al., 2014; CHAE et al., 2011; POPPE et al.,
2015; TRAN et al., 2014; RAMOS et al., 2017).

Trabalhos recentes estudaram o potencial do uso de enzimas imobilizadas em
biorreatores de leitos fixos empacotados para uma variedade de processos, incluindo a sintese

de ésteres (biodiesel) a partir de diversas matérias-primas, como 06leo de soja, 6leo de pinhéo-
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manso e 6leo de palma, embora as limitagdes de transferéncia de massa tenham sido geralmente
relatadas. A Tabela 2.9 mostra um resumo de alguns trabalhos publicados na literatura que

relatam a producao enzimatica de biodiesel utilizando reator de leito fixo (PBR).

Tabela 2.9. — Trabalhos publicados referentes a producao enzimatica de biodiesel em reator de
leito fixo continuo (PBR)

Biocatalisador Sistema e dimensbes Condicoes e resultados Referéncia
Lipase B. Unico estagio: Fluxo: 30 mL min; HSU et al., 2004.
cepacia em =135 mm, T: 50°C;
filossilicato d=25mm Converséo: 97 %

Novozym 435 Unico estégio: Fluxo: 0,1 mL min; CHEN et al., 2011.
=250 mm, d=46 mm T:52,1°C;
Converséo: 82,8 %
Lipase Unico estagio; Fluxo: 0,25 mL min'%; WANG et al., 2009.
P. cepaciaem =135 mm, d=25 mm T: 40°C;
Fes04 Conversdo: 75 %
Lipases Unico estagio; Fluxo: 0,8 mL min; LEE et al., 2012,
co-imobilizadas 1=130, d=25 mm T: 45°C;
Duplo estégio: 1=130 Conversdo: 75 %
mm d=25 mm Fluxo duplo estagio:
0,1 mL min™!
T: 45 °C;
Conversdo duplo estagio:
90 %
Novozym 435 Duplo estégio: Fluxo: 0,57 mL min?; HALIM; KAMARUDDIN;
1=180 mm, d=10 mm T: 40 °C; FERNANDO, 2009.

Conversao: 79,1 %

Fonte: o autor; | = comprimento, d = diametro.

Hsu et al. (2004) investigaram a produc¢do continua de ésteres etilicos de acidos graxos,
utilizando lipase imobilizada de Burkholderia cepacia (IM BS-30) em filossilicato como
catalisador, em reator PBR (135 mm de altura e 25 mm de didmetro interno) operando em
regime continuo. Cada ciclo experimental de reacdo teve 18 horas de duracdo, sendo a
transesterificacédo realizada com etanol e 6leo residual em razdo molar de 4:1, respectivamente,
em meio isento de solvente. Para rendimentos de 97% em massa, a vazdo de fluxo foi

determinada em 30 mL.min%, a temperatura, em 50°C e o tempo espacial em 48 horas.
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Chen et al. (2011) estudaram a produc¢éo continua de ésteres pela metanoélise do 6leo de
soja em um reator de leito fixo (PBR) (Unico estagio: 1=250 mm, d=46 mm), utilizando a lipase
imobilizada (Novozym 435) como catalisador em um sistema contendo terc-butanol como
solvente. Utilizaram a metodologia de superficie de resposta para avaliar efeitos, como a
temperatura reacional, a taxa de fluxo, e a concentragdo molar do substrato na conversédo molar
do biodiesel. Os resultados mostraram que a taxa de fluxo e a temperatura apresentaram um
efeito significativo no percentual de conversao molar. As condi¢des 6timas encontradas foram
de: taxa de fluxo de 0,1 mL min, temperatura de 52,1 °C e a razdo molar de 1:4 (6leo de

soja/metanol). A converséo atingida foi de 82,81%.

Wang et al. (2009) realizaram a metandlise do 6leo de soja usando lipase de
Pseudomonas cepacia imobilizada em nanoparticulas de Fe3Os numa matriz de algodao. O
meio reacional foi composto de uma mistura de 6leo de soja, agua destilada, metanol, e n-
hexano, numa razdo volumétrica de 6:3:1:0,2, respectivamente, a taxa de fluxo adequada foi de
0,25 mL min~! e a temperatura, de 40°C. Utilizando um PBR simples de um estagio (raio interno
do reator =16 mm e a altura= 200 mm) o0s autores reportaram conversao de 75% apds 12 horas
de operacdo, sendo este valor mantido por 132 horas. Ap6s 240 horas, a taxa de conversao
decaiu para 45%.

Lee et al. (2012) investigaram a producdo continua de ésteres metilicos de acidos graxos
pela metanodlise do Oleo de pinhdo-manso, utilizando lipases coimobilizadas como
catalisadores, em PBR de unico estagio (130 mm de altura e 25 mm de didmetro interno)
operando em regime continuo. Rendimentos de 80% em massa utilizando fluxo de
0,8 mL min, em uma temperatura de 45 °C e o tempo espacial de 24 h foram reportados. Os
autores tambeém avaliaram o potencial da utilizagdo de um PBR duplo estégio, e alcancaram
conversio de 90% utilizando tempo espacial de 72 horas e fluxo de 0,1 mL min™.

Halim; Hamaruddin e Fernando (2009) estudaram a producdo continua de ésteres pela
metanolise do dleo residual de palma em um reator de leito fixo (PBR) (Duplo estagio: 1=180
mm, d=10 mm), utilizando Lipase Novozym 435 (C. antarctica) como catalisador em um
sistema contendo terc-butanol como solvente. Empregaram a metodologia de superficie de
resposta para avaliar o fluxo (mL.min™) e a altura do leito (cm). As melhores condicdes da
reacdo de transesterificacdo foram as seguintes: altura do leito de 105,3 mm e fluxo de
0,57 mL min, temperatura de 40 °C e a razdo molar de 1:4 (6leo residual de palma/metanol).

A conversao atingida foi de 79%.
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O PBR pode operar em modo descontinuo ou continuo pela recirculacdo da mistura
reacional. Para aplicacdes de ensaio industrial, o fluxo de substrato ascendente é geralmente
preferido sobre o fluxo descendente porque ndo comprime o leito enzimatico resultando em
bloqueios com baixa transferéncia de oxigénio e queda de pressdo. Em um PBR continuo, a
mistura reacional é continuamente bombeada através da coluna e a enzima pode ser
efetivamente reutilizada sem separacdo prévia. O PBR continuo € superior ao PBR operando
em batelada devido ao controle e operagdo automatizados, custos trabalhistas reduzidos,
condicdes operacionais estaveis e facil controle da qualidade dos produtos (CHRISTOPHER;
KUMAR; ZAMBARE, 2014).

O PBR ¢ indicado para converter reagentes em produtos em apenas um ciclo, evitando
trabalhar em condicdes de reciclo. Os suportes utilizados para imobilizar as enzimas ndo devem
ter tamanhos menores que 0,05 mm, de modo a manter a queda de pressdo dentro de limites
razoaveis. O PBR pode atingir uma grande area especifica de reacdo por unidade de volume e
alta produtividade volumétrica em operacdo continua. A vazdo é o fator mais crucial na
operacdo PBR, pois controla o tempo de retencdo do reagente em contato com 0s sitios ativos
do biocatalisador dentro do reator. Uma baixa vazéo resulta em longo tempo de retencéo e alta
conversdo de biodiesel. No entanto, o longo tempo de operacdo causaria a acumulacdo de
glicerol que, por sua vez, limita notavelmente a transferéncia de massa dos reagentes com o
biocatalisador reduzindo assim a conversao de biodiesel. Sendo assim, o intervalo de taxas de
fluxo (vazbes) utilizado deve ser suficiente para proporcionar um compromisso entre uma

queda de pressédo razoavel, uma camada de difusdo minima e um alto rendimento de converséo.

Em geral, embora a transesterificacdo enzimatica de fluxo continuo de 6leo vegetal com
alcool seja uma rota potencial para a producdo industrial de biodiesel, o custo de producao dessa
abordagem é ainda maior do que o processo catalisado por agentes quimicos. Assim, deve-se
fazer determinadas ponderacdes relacionadas a imobiliza¢do enzimatica, o desenvolvimento de
reatores, otimizacdo e simulacdo de processos e a avaliacdo técnica e econdmica. Esses
parametros precisam ser investigados em conjunto para avaliar e decidir se 0 processo
catalisado por biocatalisador pode ser economicamente viavel (TRAN; CHANG; LEE, 2017;
POPPE et al., 2015).

Durante a transesterificacdo do 0leo vegetal, o efeito do coproduto glicerol na eficiéncia
da reacdo deve ser cuidadosamente monitorado. O glicerol € normalmente adsorvido no suporte

de imobilizagdo e formando uma camada hidrofilica, o que torna as lipases inacessiveis aos
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substratos hidrofébicos (tais como triacilglicerois residuais, diacilglicerdis, monoacilglicerdis),
podendo atingir assim, um patamar de baixa conversdo devido ao acumulo de glicerol,
ocasionando aumento da resisténcia a transferéncia de massa. O acimulo de glicerol também

podera causar obstrucao da coluna e assim aumentar a queda de pressao dentro do PBR.

Outro problema é referente ao alcool ndo reagido que pode migrar da mistura reacional
para a camada de glicerol cobrindo as lipases imobilizadas, resultando em inativacéo da lipase
pela concentragéo de alcool localmente alta. Além disso, do ponto de vista do projeto e operagédo
da planta, a eficiéncia de remocao de glicerol pode ser um obstaculo crucial porque, em um
sistema PBR, 0 acimulo de um liquido altamente viscoso pode levar o entupimento das colunas
(AMINI et al., 2017; TRAN; CHEN; CHANG, 2016; HAMA et al., 2013; HAMA et al.,
2011b). Uma vez que o glicerol ¢ uma fonte de carbono atraente para a producdo de
combustiveis e produtos quimicos, sua recuperacdo pode contribuir para a viabilidade
econdmica da producdo enzimética de biodiesel (HAMA et al., 2011a).

2.10. Estratégias para melhorar o processo de producédo de biodiesel em um reator de leito-fixo
operando de maneira continua

A medida que o glicerol acumula em um PBR, o rendimento de conversdo diminui.
Vérias abordagens tém sido propostas para superar essa limitacdo, como a eliminacdo de
glicerol por dialise, extracdo usando um solvente polar, adicdo de solventes organicos (n-
hexano ou terc-butanol) para tornar a mistura reacional mais homogénea e menos viscosa e
remocdo de glicerol pela separacdo em membrana ceramica (AMINI et al., 2017). No entanto,
iISSO requer investimento extra para a purificacdo de biodiesel, levando a custos de
funcionamento mais elevados do que os do processo convencional. Portanto, uma planta de
PBR precisa atender aos requisitos para uma reacao eficiente e a separacdo de glicerol com
instalacBes simples, como é o caso da utilizacdo de materiais sorventes para remocao de glicerol
por adsorcdo (AMINI et al., 2017; TRAN; CHEN; CHANG, 2016; HAMA et al., 2011b;
COSTA-SILVA et al., 2016).

Em um estudo Ramos et al. (2017) propuseram a reduc¢édo da adsor¢do de compostos
polares, pelo suporte de imobilizacdo, com remocao do glicerol formado como subproduto pela
adsorcdo com a resina comercial Lewatit GF 202. Esta resina foi escolhida com base na sua alta
capacidade de adsorgéo de glicerol (250 g glicero L™?) e resultados satisfatérios que ja foram
demonstrados na sintese de biodiesel a partir de dleos lauricos, como 6leo de coco e éleo de
babacu. A configuracdo do reator consistiu em leito duplo em que a saida do primeiro estagio
foi conectada a uma coluna preenchida com Lewatit GF 202, permitindo que o substrato livre
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de glicerol alimentasse o segundo estdgio, reduzindo a limitagdo do biocatalisador e
favorecendo a conversao total do 6leo nos ésteres correspondentes (Figura 2.15).

Figura 2.15. — Aparato experimental dos reatores PBR duplo estdgio: 1 e 9- Banho
termostético, 2- Agitador magnético, 3- Frasco de alimentacdo, 4- Condensador de refluxo, 5-
Bomba peristaltica, 6- Reator tipo leito fixo, 7- Coluna extratora de glicerol; 8- Saida de

produto.

Fonte: Adaptado de Ramos et al., 2017.

Véarios materiais comerciais dessorvente desenvolvidos especificamente para o
tratamento de biodiesel bruto, tais como Magnesol (silicato de magnésio) e resinas de troca
ibnica (Purolite PD206, Amberlite Dry BD10 e Lewatit GF 202) estdo comercialmente
disponiveis (COSTA-SILVA et al., 2016). No entanto, essa aplicacdo em escala industrial ainda
é limitada devido ao seu alto custo, sendo assim, tem-se buscado a utilizacdo de adsorventes
alternativos dentre os quais os derivados de celulose e derivados de silica, como é o caso da
cinza de casca de arroz. A utilizacdo da cinza de casca de arroz como material adsorvente na
etapa de purificacdo do biodiesel ja foi reportada na literatura, mostrando resultados
promissores (SANTOS et al., 2016).

2.10.1. Cinza de casca de arroz

A casca de arroz é um residuo industrial muito utilizado na geracéo de energia a partir
de sua combustéo, gerando cinzas. Sua producdo anual é estimada em 70 milhdes de toneladas
no mundo, tornando necessario seu aproveitamento devido ao seu lento processo de degradacéo.
A temperatura de queima da casca de arroz é o fator determinante na estrutura das cinzas

produzidas. Cinzas produzidas por incineracdo na faixa de 500-700 °C s&o ricas em silica
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amorfa. Em temperaturas acima de 800 °C a silica é encontrada na forma cristalina. A
composicdo quimica das cinzas depende da origem do arroz que o originou, sendo
essencialmente constituido por silica (90 - 95%) e outros componentes inorganicos, tais como:
oxido de potassio, 0xido de calcio e pentoxido de fosforo (CHEN et al., 2015; BENASSI et al.,
2015; FERNANDES et al, 2016).

2.11. Considerac6es do embasamento do projeto de pesquisa

Lipases sdo enzimas que apresentam alta eficiéncia catalitica e possuem diversas
aplicacOes, dentre as quais podem ser citadas sua utilizacdo como catalisador para a produgéo
de ésteres de etila de &cidos graxos (biodiesel). Devido ao seu alto custo (lipase de Burkholderia
cepacia = 26 mil R$/kg), diversas técnicas sdo empregadas visando otimizar esse processo,

sendo a principal delas a imobilizacdo de enzimas.

A producdo do biodiesel ja esta presente em diversos paises assim como no Brasil, e sua
utilizacdo como fonte de energia renovavel aumenta com o passar dos anos. Entretanto, ainda
existem determinadas desvantagens, dentre as quais pode-se citar o custo deste biocombustivel
em relacdo ao diesel de petrdleo. Sendo assim, a busca por matérias-primas alternativas tem
gerado muitas pesquisas nesta area. A utilizacdo de um éleo vegetal ndo comestivel como fonte
lipidica para a producdo de biodiesel apresenta como principal vantagem o fato de ndo competir
com a cadeia alimenticia ja estabelecida, possibilitando a reducdo do custo total do processo.
Dentre esses 6leos, 0 6leo de pinhdo-manso (Jatropha curcas) se mostra como uma alternativa

viavel, devido ao seu alto rendimento de 6leo na semente e sua alta produtividade por hectare.

Na literatura existem diversos trabalhos que reportam a producdo enzimatica de
biodiesel utilizando processos descontinuos. Entretanto, os processos continuos ainda sado
escassos, apesar das vantagens oferecidas tais como: possibilidade de obter maior produtividade
volumétrica e atingir com um eventual aumento de escala de producédo industrial. Dentre 0s
possiveis reatores a serem utilizados para essa producdo continua, o reator de leito fixo (PBR)
tem se mostrado eficiente apresentando resultados satisfatérios na literatura nos processos
enzimaticos de producdo do biodiesel.

Durante a transesterificagdo do oOleo vegetal o glicerol formado como coproduto é
adsorvido nos suportes da imobilizacdo de enzimas podendo reduzir a atividade catalitica do
biocatalisador e provocar queda do patamar de conversdo. Sendo assim, tem-se buscado a
utilizacdo de adsorventes alternativos como é o caso da cinza de casca de arroz para remover 0

glicerol.
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Dessa forma, a pesquisa buscou desenvolver um processo de imobilizacdo da enzima
lipase em matriz hibrida SiO2-BCD, obtida pela técnica sol-gel, com foco na producdo de ésteres
etilicos a partir do 6leo de pinhdo-manso (Jatropha curcas), em reator batelada e continuo

(PBR), empregando a cinza de casca de arroz como material adsorvente de glicerol.
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo abordados os principais materiais e métodos analiticos empregados
no desenvolvimento do trabalho.

3.1. Materiais
3.1.1. Enzima

Neste trabalho todos os experimentos foram realizados utilizando a lipase microbiana
comercial de Burkholderia cepacia (Lipase PS) manufaturada pela Amano Enzyme Inc

(Nagoya, Japdo) e adquirida da Sigma-Aldrich.
3.1.2. Suportes de imobilizagdo

Na sintese dos suportes hibridos foi utilizado como composto orgéanico: B-ciclodextrina
(BCD, 97%) adquirido da Sigma-Aldrich, empregando como precursor tetraetilortossilicato
(TEOS) adquirido da Aldrich (98%, Sigma-Aldrich Chemical, St. Louis, MO, EUA). Alcool
etilico (96%, Biotec) e acido cloridrico (min. 36%, Anidrol).

3.1.3. Materiais de partida

Como materiais de partida da reacdo de transesterificacdo foram utilizados: etanol
anidro (99%, Anidrol) e dleo de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) obtido a partir da extracédo

de sementes adquiridas em uma fazenda em Lins-SP.
3.1.4. Outros reagentes

Os outros reagentes utilizados foram: hexano (Anidrol), polietilenoglicol (MM 1450,
Sigma), goma ardbica em p6 pura (Biotec), glutaraldeido (25%, Riedel-de Haen), fosfato de
sodio bibasico (Casa da quimica), fosfato de sddio monobasico anidro (Synth), hidréxido de
potassio (Biotec). Azeite de oliva com baixa acidez (Galo, adquirido em mercado local). A
cinza de casca de arroz utilizada foi adquirida da empresa Cotrisel. Os demais materiais e

reagentes foram adquiridos comercialmente em grau analitico.
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3.2. Procedimentos experimentais

3.2.1. Caracterizagdo do 6leo de pinhdo-manso
O 6leo de pinhdo-manso foi caracterizado pela determinacdo do indice de acidez,

umidade e composi¢do em acidos graxos.

3.2.1.1.indice de acidez e umidade

O indice de acidez foi determinado em triplicata, com base no método descrito pelo
Instituto Adolfo Lutz (2008). Assim, cerca de 2 g de 6leo foram aferidas em um Erlenmeyer de
125 mL. Em seguida, foram adicionados 25 mL de solugdo éter: etanol (2:1 v:v) e duas gotas
de indicador fenolftaleina. Essa mistura foi, por fim, titulada com solucéo padréo de hidréxido

de potassio 0,1 mol L até a mudanca para coloragao rosea.

O célculo do indice de acidez foi efetuado a partir da seguinte relag&o:

5,61%f*v

Indice de acidez = (3.1)

em que: v é o volume (mL) da solucdo de hidréxido de potassio gasto, f é o fator de correcéo
da solucdo de hidroxido de potassio padronizada e p é a massa (g) da amostra.

A umidade do 6leo de pinhdo-manso foi determinada, também em triplicata, mediante

analise em titulador automatico Karl Fischer, marca Metrohm, modelo 899 Coulometer.

3.2.1.2.Composicdo em &cidos graxos e determinacdo da massa molar média do 6leo por
cromatografia em fase gasosa

Para determinar a composicdo em A&cidos graxos do Oleo de pinhdo-manso, foi
empregado o método de derivatizacdo de Hartman e Lago (1973), em triplicata. Desse modo,
100 mg do 6leo de pinhdo-manso foi aferido e transferido a um tubo de ensaio. Feito isso,

adiciona-se 4 mL de solucéo de hidroxido de sddio em metanol 0,5 mol L.

O frasco foi levado ao banho, sob temperatura préxima de 80 °C' com o intuito de
dissolver as bolhas de 6leo. Depois, foi resfriado em &gua corrente e acrescentou-se 5 mL de
reagente esterificante, o qual foi preparado mediante a dissolucéo de 2 g de cloreto de aménio

em 60 mL de metanol e 3 mL de acido sulfurico.

O sistema foi novamente aquecido por 2 minutos, resfriado em &gua corrente e
adicionadas 5 mL de solucdo saturada de cloreto de sodio e entdo, o frasco foi agitado

manualmente, por 30 segundos.
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Em seguida, 5 mL de hexano foram adicionados ao tubo, que foi mantido em repouso
em um refrigerador por duas horas. Apos esse periodo, foram preparadas amostras diluindo-se

aproximadamente 1 mg do sobrenadante em 0,8 mL de hexano.

Das amostras preparadas, aliquotas de 1 puL foram utilizadas para determinagédo da
composi¢do em 4acidos graxos por cromatografia em fase gasosa. Esse procedimento foi
efetuado em Cromatdgrafo Shimadzu, modelo CG — 2010PLUS, equipado com ionizador de
chama (DIC), coluna Agilent Technologies, modelo DB-23 de dimenstes de 30 m

(comprimento) x 0,25 mm (didmetro) x 0,25 um (filme).

A coluna foi programada para temperatura inicial de 140 °C chegando em 250 °C, a uma
taxa de 5 °C mint. No detector, a temperatura foi 220 °C, no injetor, 260 °C. Finalmente, foram
comparados os cromatogramas fornecidos com padréo de Esteres Metilicos de Acidos Graxos
(Fatty Acid Methyl Esters, SUPELCO), a fim de identificar e quantificar os acidos graxos do

6leo de pinhdo-manso.

A composicao em 4cidos graxos foi calculada de acordo com:

Acido graxo (X%) = j—x (3.2)
T

em que: A, € a area do pico que representa o0 &cido graxo x e A é a soma de todas as areas
obtidas no cromatograma.

O célculo da massa molar média dos &cidos graxos presentes no 6leo de pinhdo-manso

foi realizado utilizando-se a relacao:
MMy = ZMang * (%)Yag (3.3)

em que: MM,,, representa a massa molar do acido graxo x no oleo e (%)Y, € sua

porcentagem, a qual foi determinada a partir da composicdo em acidos graxos.

A massa molar do 6leo de pinhdo-manso foi determinada a partir da composicdo em

acidos graxos por meio da Equacéo 3.4, com base no trabalho de Fillieres et al. (1995):

MM(’)leo = {3 * [Zi(MMagi) * Yagi] + MMglicerol — 3 MMHZO} (3-4)
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em que: MM, ; € a massa molar média do acido graxo i presente no 6leo, Y, ,; € a porcentagem
de acido graxo i na amostra, MMg;;c.ro; € @ massa molar do glicerol (92 g mol?) e MMy, o, a

massa molar da agua (18 g mol™).

3.2.2. Preparo do suporte hibrido de SiO2-pCD

O composto hibrido constituido de polissiloxano (SiO2) e B-ciclodextrina (BCD) foi
sintetizado, pela mistura de 50 mL de tetraetilortossilicato (TEOS), 50 mL de etanol 95% e 60
mL de solucéo do composto organico (BCD) (0,5-4) % (m v'1). As misturas foram aquecidas a
60 °C, sob agitacdo, com adicdo de 1,0 mL de &cido cloridrico (HCI) concentrado. Apds um
periodo de incubacg&o de 40 min, a preparacéo foi vertida em moldes de acetato e mantida a 25
°C por 48 h até completa solidificacdo. Os compostos hibridos foram triturados e classificados,
utilizando-se peneiras de analises granulométricas com 42 e 60 mesh, sendo utilizado na etapa

de ativacdo, as particulas retidas na peneira com malha de 60 mesh (SANTOS et al., 2008).

3.2.3. Ativacdo do suporte hibrido de SiO2-pCD

O suporte foi ativado com uma solucéo de glutaraldeido 2,5% (v v't) em tampao fosfato
de sodio (0,1 mol L e pH 7,5), na proporcéo 1g de suporte para 10 mL de solugdo. Apos a
homogeneizacdo, as misturas foram mantidas sob agitacdo por 1 h a temperatura ambiente,
sendo em seguida submetidas a filtragdo a vacuo em um funil de Buchner, contendo papel de
filtro para retirar o excesso de umidade. Durante a filtracdo os suportes foram lavados
exaustivamente com agua destilada e solucdo tampao de fosfato, e em seguida levados a estufa
(60 °C) por 24 h (SANTOS et al., 2008).

3.2.4. Imobilizacéo da lipase de Burkholderia cepacia no suporte hibrido de SiO>-pCD

O suporte ativado (SiO2-CD) foi embebido em hexano numa relacgéo sélido: liquido de
1:10 e mantido sob agitacdo branda por 2 h. Apos este periodo, para cada grama de suporte
ativado (matéria seca), foram adicionados 250 mg de lipase na sua forma livre, empregando
como agente estabilizante da enzima 100 pL de solucdo aquosa contendo 5 mg mL? de
polietilenoglicol (massa molecular 1450). As suspensdes contendo enzima e suporte foram
mantidas sob agitacéo a 30 °C por 2 h, seguido de contato estatico por um periodo adicional de
18 ha4°C. Arecuperacdo dos biocatalisadores foi efetuada por filtracdo a vacuo, com lavagens
sucessivas com hexano até a redugdo da umidade dos biocatalisadores para valores inferiores a
10% (SANTOS et al., 2008).

O preparo do suporte, a ativagdo do suporte e a imobilizacdo da enzima no suporte séo



mostrados na Figura 3.1.
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Figura 3.1. — Fluxograma do processo de preparo do suporte hibrido de SiO2-BCD, ativagdo do
suporte hibrido de SiO.-BCD e imobiliza¢ao da lipase de Burkholderia cepacia no suporte

hibrido de SiO.-BCD.

Ativacdo com glutaraldeido
(2.5%)
Tampé&o fosfato (pH = 7,5)

Fonte: o autor
3.2.5. Sintese dos ésteres de alquila

3.2.5.1. Sintese dos ésteres de alquila em processo descontinuo

Imobilizacao
250 mg lipase
100 pL (PEG)

As reacdes foram efetuadas em reatores de vidro cilindrico encamisados com

capacidade para 50 mL, acoplados com condensador de refluxo (Figura 3.2) e nas seguintes

condices fixas: 20 gramas de meio reacional na razdo molar dleo:etanol de 1:8. Foi utilizada

uma quantidade de biocatalisador para satisfazer a relacdo previamente estabelecida de 400

unidades de atividade para cada grama de matéria-prima lipidica. As sinteses catalisadas pelas

lipases imobilizadas foram efetuadas a 45 °C por um periodo total de 72 h e agitacdo magnética

de 150 rpm. As concentragdes de ésteres de etila foram quantificadas por cromatografia em fase

gasosa.
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Figura 3.2. — llustracdo do aparato experimental utilizado nas rea¢des de etandlise do 6leo de
pinhdo-manso — processo descontinuo.

Fonte: o autor
3.2.5.2. Sintese dos ésteres de alquila em processo continuo

As reacOes de transesterificagdo em reator de leito fixo foram conduzidas em trés
diferentes aparatos experimentais, conforme ilustrado na figura 3.3 (a, b, ¢). Na configuragéo
3.3-a acoluna (265 mm de comprimento e 11 mm de diametro) foi empacotada com 20 gramas
de biocatalisador. Na configuracdo 3.3-b foi acoplada a configuracdo 3.3-a uma coluna
extratora de glicerol contendo (2 gramas) de cinza de casca de arroz. Na configuracdo 3.3-c a
coluna foi empacotada com duas camadas do biocatalisador (cada camada pesando 8,75 Q)

intercalada com uma camada de 2 gramas de cinza de casca de arroz.

O substrato foi alimentado por meio de uma bomba peristéltica (Gilson), com fluxo
ascendente na vazdo estabelecida. A temperatura do sistema foi mantida constante (50 °C) e
controlada por banho termostatico. Para evitar perda de etanol no sistema, foi acoplado um
condensador de refluxo ao vaso de alimentacdo. As concentracdes de ésteres de etila foram
quantificadas por cromatografia em fase gasosa. Na reacédo utilizando o aparato 3.3-b amostras

foram retiradas antes e ap0s passarem pela coluna de adsorcédo de glicerol.
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Figura 3.3. — Esquema experimental do reator de leito fixo: 1- Banho termostéatico, 2- Agitador
magnético, 3- Frasco de alimentacdo, 4- Condensador de refluxo, 5- Bomba peristaltica
(Gilson), 6- Coluna, 7- Saida do produto, 8- Coluna contendo cinza de casca de arroz.
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Fonte: Adaptado de Costa-Silva et al., (2014).

3.2.5.2.1. Distribuicéo do tempo de residéncia (DTR) no reator de leito fixo

Para o célculo da DTR no reator de leito fixo, foi realizado teste tracador (corante

lipossoluvel (anilina soltvel em 6leo)) tipo pulso. Inicialmente, foi efetuada uma varredura de
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frequéncias em espectrofotdmetro na faixa da luz visivel (UV-Visivel Varian modelo Cary 50),
empregando-se uma concentragdo de tracador (15%) diluida no meio reacional dleo de pinh&o-
manso e etanol (razdo molar 6leo: etanol de 1:12), visando determinar o comprimento de onda
no qual a absorbancia era maxima. Em seguida, empregando-se o comprimento de onda
determinado (637 nm), foi construida a curva de calibragdo “absorbancia em funcdo da

concentragdo de tragador”, para determinar a concentragdo do tracador na saida do reator.

No ensaio de distribuicdo do tempo de residéncia foram utilizados 2 aparatos (figura
3.2-a e figura 3.2-c). O 1° contendo 20 gramas de biocatalisador inativado e o 2° contendo 17,5
gramas de biocatalisador inativado e 2 gramas de cinza de casca de arroz (inserida entre as duas
camadas do biocatalisador). O biocatalisador foi previamente inativado por aquecimento em
estufa a 100 °C por 2 horas. O tracador (corante lipossoltvel) na concentracdo de 15% em meio
reacional foi injetado com auxilio de uma seringa de 5,0 mL. Foram retiradas amostras na saida
da coluna a cada 10 minutos por um periodo total de 2-2,5 horas, considerando-se como tempo
inicial do ensaio 0 momento da injecdo do tragador.

Os valores de concentracdo do corante na saida do reator foram calculados segundo
equacdo obtida na curva de calibracdo. Por meio dos valores determinados, foi plotado um
grafico de concentragio do corante (g.mL™) em funcdo do tempo e um modelo matematico
exponencial foi ajustado aos pontos obtidos. A funcdo da DTR, E(t) foi calculada pela equacao
3.5, considerando a constante de vazao volumétrica utilizada (FOGLER, 2009).

. c(d)
a I c(e)de (3.5)

E(t)
Em que: C(t) = concentrag&o do corante no tempo t (g.mL™) e t = tempo (h). Para determinar o
valor do denominador da equacao 3.5, foi construido um grafico de C(t) em funcédo de t e com
0 auxilio do software OriginPro 8, a funcdo da DTR, E(t), foi determinada e o tempo médio de

residéncia, tm, que corresponde ao tempo espacial 1, foi calculado pela equagéo 3.6.

=]

T=1t, = J. t.E(t) dt (3.6)

i)

E muito comum comparar-se as DTRs usando 0s seus momentos em vez de tentar
comparar as distribuicbes em sua totalidade. O primeiro momento ¢ o tempo médio de

residéncia. O segundo momento comumente usado é relacionado a média e é denominado de
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variancia (ou quadrado do desvio-padrio), o, sendo definido pela equacdo 3.7 (FOGLER,
2009).

g’ = J-m(t—tmjz.ﬁ'(t]dt (3.7)

A magnitude desse momento é um indicativo do alargamento da distribuicéo de forma
que, quanto maior seu valor, maior foi o alargamento da distribuicdo. O terceiro momento é
também tomado em torno da média e é denominado coeficiente de assimetria (s) sendo

definido pela equacéo 3.8.

s = Ul.f(t—rm]a LE(t).dt (3.8)

B

A magnitude desse momento mede a extensao em que a distribuicdo é assimétrica em
uma ou outra dire¢do em relacdo a média. Para esse modelo, analisa-se a DTR para determinar
0 nimero de tanques ideais, n, em série que correspondera aproximadamente a mesma DTR do
reator ndo ideal utilizado. De posse dos dois primeiros momentos da DTR, pode-se determinar
o0 parametro n pela equacdo 3.9 (FOGLER, 2009).

T? (3.9

n=—
T2

3.3. Métodos de analise
3.3.1. Caracterizagao dos suportes hibridos e da cinza de casca de arroz
3.3.1.1. Adsorcdo/Dessorcédo de N2

Area especifica e volume de poros foram determinados pela analise de fisissorcdo de
nitrogénio (Linde, pureza > 99.999%) a 77 K e pressdes de 1.2 x 10 a 0.092 MPa utilizando
o0 analisador Micromeritics ASAP 2020. Anteriormente a analise, a amostra foi desgaseificada
a 1.3 x 10* MPa e 300 °C por 3 h. A érea especifica foi determinada utilizando a equacio de
BET (BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938) e o volume de poros foi calculado utilizando

a adsor¢édo de ponto Unico a P/Pg = 1.

3.3.1.2. Difragéo de Raios X (DRX)

As andlises de DRX foram realizadas no Laboratério de Adsorcdo e Troca l6nica
(LATI), do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ/UEM).
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Foi utilizado um difratdmetro Shimadzu XRD6000 com tubo de cobre e filtro de niquel,
radiacdo Cu-Ka (1,54 A), velocidade de varredura de 0,5° min de 5 a 80°, 40 kV e 30 mA,
cujas fendas empregadas foram de 0,5° (divergéncia), 0,5° (espalhamento) e de 0,30 mm
(recepcao). Com isso, os picos foram identificados por comparacdo com fichas PCPDFWIN,
com o auxilio do pacote computacional PCPDFWIN v. 2.3 e, também, com fichas JCPDS, com
0 auxilio do pacote computacional X'Pert HighScore 2.1b (PANalytical B.V.) (RAIA et al.,
2017). A cristalinidade relativa das amostras foi calculada considerando os picos caracteristicos
da ZSM-5 de partida como 100 % de cristalinidade.

3.3.1.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As anélises de EITF foram realizadas no Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa
(COMCAP/UEM), em espectrofotdmetro Thermo Nicolet 360. Para a preparacéo das pastilhas,
em primeiro lugar, em um almofariz foram misturados 199 mg de KBr com aproximadamente
1 mg de cada amostra. Em seguida, o p6 foi pressurizado em uma mini prensa hidraulica Pike
até a formacdo de pastilhas translicidas, sendo que os espectros foram obtidos na regido de
4000 a 400 cm™ (RAIA et al., 2017).

3.3.2. Propriedades dos biocatalisadores

3.3.2.1 Dosagem de atividade hidrolitica da lipase livre e imobilizada e rendimento de
imobilizacéo

A atividade enzimética da lipase na forma livre e imobilizada foi determinada pelo
método de hidrolise do azeite de oliva, conforme metodologia modificada por Soares et al.
(1999). Foram misturados 5 mL de uma emulsdo de azeite de oliva (50 % azeite: 4&gua) e 4 mL
de tampéo fosfato (pH 7,0; 0,1 mol L1). A fim de garantir a homogeneizagdo do meio, o sistema
reacional foi mantido sob agitacdo prévia, a 37 °C por 10 min. Em seguida, foi adicionado a
massa conhecida da preparacdo de lipase (cerca de 5 mg da lipase livre ou 500 mg do derivado
imobilizado), mantendo-se o sistema reacional sob agitacdo a 37 °C, por 5 min. Apos o periodo
de incubacdo, foram adicionados 10 mL de uma mistura de etanol e acetona (1:1) para
interromper a reagdo. Os acidos graxos liberados foram titulados com uma solugédo de KOH
previamente padronizada (0,02 mol L) utilizando fenolftaleina como indicador. Uma unidade
de atividade foi definida como a quantidade de enzima que libera 1umol de acido graxo por
minuto de reacdo, nas condicGes do ensaio. As atividades foram calculadas segundo a equacao

3.10 e expressas em pmol/g.min (Ug?).
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Atividade hidrolitica(umol g~ min™1) = %&'M'W (3.10)
Em que: Va= volume de KOH gasto na titulacdo da amostra, Vs = volume do KOH gasto na
titulacdo do branco, M = molaridade da solucdo de KOH, t = tempo de reacdo em min, m =
massa em gramas de biocatalisador.

O rendimento de imobilizacdo foi calculado a partir do valor obtido da atividade
hidrolitica do biocatalisador vezes a massa de biocatalisador obtida no processo de imobilizacéo
dividida sobre a atividade total adcionada ao processo de imobilizacéo, e pode ser expressa pela
equacéo 3.11.

Atividade biocatalisador . massa biocatalisador

Rendimento (%) = (3.11)

atividade enzima livre .massa enzima livre

3.3.2.2. Estabilidade térmica da lipase livre e dos biocatalisadores

As lipases livre e imobilizada foram incubadas a 50 °C em tampao fosfato (0,1 mol L? e
pH 7,0) por 180 min. Em intervalos pré-determinados, as amostras foram retiradas, resfriadas
em banho de gelo para interromper o processo de inativagdo e em seguida as atividades
hidroliticas residuais foram determinadas empregando o método de hidrolise do azeite de oliva,

conforme a metodologia descrita no item 3.3.2.1.

3.3.2.3. Determinacao dos parametros cinéticos da lipase imobilizada

No célculo da constante de Michaelis-Mentem (Km), foram preparados sistemas
reacionais contendo acidos graxos totais em concentracdes variando entre 372 — 1860 mM,
obtidos a partir de emulsdes preparadas com diferentes proporc¢des de azeite de oliva (10 — 50
%) e solucdo aquosa de goma arabica (7 % mv?). As velocidades iniciais das reagdes de
hidrdlise catalisadas pela lipase na forma imobilizada foram determinadas de acordo com a
metodologia de hidrélise do azeite de oliva descrita anteriormente no item 3.3.2.1. As

constantes cinéticas (Km e Vmax) foram determinadas pelo software Origin 8.

3.3.2.4. Teste de lixiviacao da lipase imobilizada

3.3.2.4.1. Lixiviagdo no meio reacional

O teste de lixiviagdo foi efetuado, utilizando o biocatalisador de lipase de B. cepacia
imobilizada em SiO2-BCD contendo 2% de BCD, monitorando a formacéo de ésteres a partir da
reacdo de transesterificagdo em modo batelada descrita na metodologia do item 3.2.5.1. Ao se

atingir 24 horas de reacdo, o meio reacional foi centrifugado e o biocatalisador foi removido. A
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reacdo foi continuada até completar 72 horas, com retirada de amostras nos tempos de 24/48/72

horas.

3.3.2.4.2. Lixiviagdo em um meio contendo Triton X-100

O teste de lixiviagdo foi feito seguindo a metodologia descrita por Fernandez-Lopez et
al. (2017). Foram adicionados 0,10 gramas do biocatalisador, de lipase de B. cepacia
imobilizada em SiO.-BCD contendo 2% de BCD, em Erlenmeyer de 125 mL e em seguida
adcionou-se 10 mL de uma solugdo contendo tamp&o fosfato (0,1 mol L™ e pH = 7,0) na
auséncia e presenca de Triton X-100 1 % v v. O procedimento foi feito baseado na
metodologia 3.3.2.1 e foi quantificado a atividade hidrolitica da solugdo com/sem Triton-X com

o decorrer do tempo.

3.3.2.5. Densidade cristalina do biocatalisador

A densidade do biocatalisador foi determinada em baldo volumétrico previamente
aferido com &gua a temperatura ambiente. Adicionou-se uma massa conhecida do
biocatalisador no interior do baldo, a mesma foi imersa em agua destilada sob vacuo para
eliminar o ar contido nos espagos intra e interparticulas. O baldo volumétrico foi aferido com
agua, determinando o volume ocupado pelo sélido por diferenca de massa ap6s preencher o
baldo. A densidade foi calculada como a relacdo entre a massa e 0 volume ocupado pelos solidos
(SIMOES et al., 2015).

3.3.2.6. Determinagdo do tempo espacial (t) para 0 processo continuo
O tempo espacial foi calculado de acordo com Levenspiel (2000), conforme as equacbes
3.12 (a,b,c):

== (3.12a)

Vo
V = Vieator = Veatatisador (3.12b)
Veatatisador = % (3.12¢)

Em que: T = ¢ o tempo espacial (h), V = volume 1til do reator (mL), vo = vazdo volumétrica
sobre a sec¢do da coluna (ML h), Vreator = volume total do reator, Veataisador = VOlume ocupado
pelo catalisador no interior do reator, m = massa do catalisador (g), p = densidade do

biocatalisador (g cm)
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3.3.3. Caracterizacdo do biodiesel

3.3.3.1. Determinacéo dos ésteres de etila

Os ésteres etilicos resultantes das reacGes de transesterificacdo do 6leo de pinhdo-manso
foram analisados em Cromatdégrafo Shimadzu, modelo GC — 2010PLUS, com ionizador de
chama (DIC), coluna Agilent Technologies, modelo DB-23 (dimensdes de 30 m (comprimento)
x 0,25 mm (didmetro) x 0,25 um (filme)).

Mediante metodologia proposta por Visentainer (2012), o éster metilico tricosanoico
(99 %, Sigma) foi adotado como padrdo interno. Assim, as massas de esteres presentes nas

amostras (gesterJsleo) foram calculadas de acordo com:

mp *Agster*Fct
Ap

(3.13)

Mester =

em que: Mg, € @ massa do éster identificada pelo cromatograma (g), m,, € amassa do padréo

(9), Agster € @ érea do pico relativo ao éster, F,, é o fator de correcéo teorico e Ap, a &rea do

pico do padrdo interno.

3.3.3.2. Calculo do rendimento em ésteres

O rendimento em éster nas amostras foi calculado como descrito na equacdo 3.14, em
que mol dos componentes i formados é o nimero de mols de ésteres formados no meio reacional
até 0 momento da retirada da amostra. Mol dos componentes i possiveis de serem formados é
a quantidade méaxima possivel de ser obtida, calculada partindo da quantidade de triacilglicerois

presentes no meio reacional no inicio do ensaio (FOGLER, 2009).

. mol dos componentes i formados
% Rendimento = _ — x100 (3.14)
mol dos componentes i possiveis de serem formados

3.3.3.3. Conversdo de triacilglicerois

A conversdo dos triacilglicerdis foi calculada como descrito na equagdo 3.15. A
conversdo dos triacilglicerois € determinada pela quantidade de triacilglicer6is consumidos do
meio reacional até o momento da retirada da amostra, dividido pela quantidade de
triacilglicerdis presentes no inicio da reacdo (FOGLER, 2009).

mol de triacilglicerois consumidos
)] x100

% Conversdo = [1 — ( (3.15)

mol de triacilglicerés alimentados

3.3.3.4. Produtividade em ésteres de etila

A produtividade foi calculada de acordo com a equagao 3.16:
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P=- (3.16)

Em que: P = produtividade (Mgsster.gmeio ~.h™%); C = concentragdo de ésteres etilicos na saida do

reator (MQsster.gmeio ©); T = é o tempo espacial (h), calculado pela equacéo 3.6.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da lipase de Burkholderia cepacia imobilizada
no suporte de SiO»-BCD foram realizadas reacdes de transesterificacdo, utilizando o 6leo de
pinhdo-manso (Jatropha curcas) e etanol visando a producao de biodiesel (ésteres de etila). As
reacOes foram realizadas, inicialmente, em modo descontinuo (batelada) e na sequéncia em
modo continuo (reator de leito fixo — PBR). Também foi avaliado o potencial do material de
cinza de casca de arroz como adsorvente para o glicerol, que é o principal coproduto da reacdo

de transesterificacdo.

Os resultados e discussdo do trabalho estdo divididos em duas partes: a 12 parte sdo
descritos os resultados referentes a caracterizacdo da matéria-prima lipidica, 0 mecanismo de
formacdo do biocatalisador, caracterizacdo dos suportes de SiO2-BCD preparados utilizando
diferentes concentragdes de PBCD e dos biocatalisadores preparados (rendimento de
imobilizacdo, atividade hidrolitica, propriedades texturais e morfoldgicas, estabilidade
térmica), os parametros cinéticos dos biocatalisadores preparados (Km € Vmax), testes de
lixiviagdo realizados com os biocatalisadores e o potencial catalitico na reacdo de

transesterificacdo do 6leo de pinhdo-manso com etanol.

Com os resultados obtidos na 12 parte foi selecionado como o biocatalisador mais efetivo
a lipase imobilizada em SiO2-BCD preparado com 2 % de BCD, para ser utilizado na 22 parte
do trabalho.

Na 22 parte do trabalho foram efetuadas as reac6es de transesterificacdo para a produgéo
de biodiesel operando de maneira continua em um reator de leito fixo (PBR). Para tanto, foram
determinados e avaliados diversos parametros como: densidade do biocatalisador, volume (til
do reator, vazdo tedrica do sistema, tempo espacial e distribuicdo do tempo de residéncia.
Também foi feita a caracterizacdo da cinza de casca de arroz (propriedades texturais e

morfoldgicas).

O potencial catalitico das reacdes de transesterificacdo foi medido a partir do teor de
éster e do rendimento das reacdes. Os resultados obtidos ao longo do desenvolvimento dos

ensaios realizados sdo descritos e discutidos neste capitulo.
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4.1. Caracterizagdo fisico-quimica do 6leo de Jatropha curcas L. (pinh&o-manso)
4.1.1. Umidade

O teor de umidade do 6leo bruto de Jatropha curcas L. foi de 0,095 + 0,005 %. Na
literatura foi reportado um valor similar ao obtido neste trabalho. Raia et al. (2017) obtiveram
teor de umidade de 0,253 + 0,019 %. Os lipidios s&o hidrolisados por enzimas (lipases) em
acidos graxos livres e glicerol durante o armazenamento, quando a temperatura e o teor de agua
no fruto e sementes sdo elevados. Porém, o baixo valor apresentado pelo dleo analisado é
considerado desprezivel e pode contribuir de forma néo significativa no processo de degradacao
(RAIA et al., 2017).

4.1.2. indice de acidez

O indice de acidez determinado para o 6leo bruto de Jatropha curcas L. foi de 12,73 £
0,18 mg KOH g%, valor muito préximo ao obtido por Raia et al. (2017) da ordem de 13,99 +
0,04 mg KOH g™,

A acidez nos 6leos pode variar de forma significativa e esta relacionada com a natureza
e o tipo de processamento das sementes, dentre outros fatores. Além disso, a acidez em 6leos
vegetais também decorre da hidrélise dos acilglicerois, provocada pela acdo da enzima lipase
existente nos grdos. Consequentemente, as condi¢bes de armazenamento e qualidade da

matéria-prima exercem influéncia significativa sobre a acidez dos 6leos (RAIA et al., 2017).

4.1.3. Determinacdo da composi¢do em acidos graxos e massa molar média do 6leo de Jatropha
curcas L.

A composicdo em acidos graxos do 6leo bruto de Jatropha curcas L. é apresentada na
Tabela 4.1 e comparada com resultados obtidos na literatura (RAIA et al., 2017; JONAS;
KETLOGETSWE; GANDURE, 2020).

Jonas; Ketlogetswe e Gandure avaliaram o teor de 6leo de Jatropha curcas L. plantado
em diferentes regides e avaliaram o teor em acidos graxos em diferentes estagios de maturacao
do fruto. Em todos os casos a composicdo em acidos graxos era constituida pelos &cidos

linoleico, oleico, palmitico, estearico e palmitoleico.

Raia et al. (2017) determinaram um valor de 41,71% para o acido oleico, 36,42% para

o linoleico, 13,37% para o palmitico, 6,10% para o estearico e 0,82% para o palmitoleico.
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Tabela 4.1. — Composicdo em acidos graxos do 6leo bruto de Jatropha curcas L.

Acido C16:0 Cil6:1 C18:0 Ci18:1 C18:2 Fonte
graxo (Palmitico)  (Palmitoleico) (Esteérico) (Oleico) (Linoleico)
% mm? 16,06 0,95 5,34 42,72 39,80 Este trabalho
13,37 0,82 6,10 41,71 36,42 Raia et al.,
2017.
16,0 1,25 5,89 37,09 39,77 Jonas;
Ketlogetswe;
Gandure,
2020.

Como pode ser verificado na Tabela 4.1, ha predominancia dos acidos oleico e linoleico
na composicao (82,52% m m) do 6leo bruto analisado. Os resultados est&o de acordo com as

composicdes relatadas na literatura.

Deve-se levar em conta que a qualidade final do 6leo extraido depende de diversos
fatores intrinsecos e extrinsecos a planta, tais como caracteristicas do local (regularidade
pluviométrica, tipo e fertilidade do solo), genética, idade e manejo da planta (método de
propagacdo, espacamento, poda, adubacdo, irrigacdo etc.), o que explica as diferencas nas

composicdes em acidos graxos observadas na literatura (RAIA et al., 2017).

A partir da composi¢do média em acidos graxos e com a utilizacdo da equacdo 3.3 foi
possivel calcular a massa molar média do 6leo de Jatropha curcas L. em 870,25 g mol?,

resultado este préximo com as informagdes descritas na literatura (MU’AZU et al., 2013).
4.2. Mecanismo de formacdo dos biocatalisadores preparados

O mecanismo de obtencdo da lipase imobilizada no suporte hibrido de SiO2-BCD tem
duas etapas, a obtencdo da matriz e ativacdo com glutaraldeido e depois a imobilizacdo da lipase
de Burkholderia cepacia no suporte hibrido conforme demonstrado no esquema descrito na

Figura 4.1.
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Figura 4.1. — Mecanismo de obtencéo do suporte hibrido de SiO2-BCD em (a) e ativagdo do suporte pelo glutaraldeido e imobilizacédo da lipase
no suporte ativado em (b).
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Na etapa (a), ocorre a transicao do sol-gel a partir da ligagdo cruzada entre as particulas
sol. O produto da policondensagdo é um material inorganico com grupos hidroxila na sua
superficie. Na etapa (b), o suporte de SiO2-BCD ¢ ativado pela aminagdo para ancorar a
molécula do glutaraldeido. Os grupos de amina primaria na superficie do suporte séo
substituidos por uma ou duas moléculas de glutaraldeido. O resultado é um suporte com
“bragos” que carregam grupos amino, aonde a enzima sera ligada, (grupos cationicos que
funcionam como trocadores de anion), uma parte moderadamente hidrofobica formada pela

cadeia do glutaraldeido, e um grupo covalente reativo.

A reacdo mais provavel ocorre via formacdo de acetal entre a extremidade do aldeido
do glutaraldeido e os grupos hidroxila da BCD. A extremidade livre do glutaraldeido se liga
entdo ao grupo NH: da enzima (MARTIN et al., 2019).

4.3. Caracterizacdo dos suportes e dos biocatalisadores preparados

4.3.1. Adsorcao/Dessorgédo de Na

As caracteristicas texturais derivadas dos experimentos de adsorcéo/dessor¢do dos
suportes SiO2-BCD e dos biocatalisadores preparados, pelo método BET estdo apresentadas nas
Tabelas 4.2 e 4.3. As curvas de adsorcao/dessor¢ao dos suportes e dos biocatalisadores sdo
mostradas, respectivamente nos Apéndice A.1 e Apéndice A.2.

Tabela 4.2. — Area especifica, volume de poros e didmetro médio de poro para 0s suportes
SiO2-BCD utilizando diferentes concentragdes de fCD.

Concentragio pCD  Area especifica Volume especifico Diametro médio
(%) (m2.g7) dos poros (cm3.g?) dos poros (A)
0,5 430,6 0,3867 35,920
1,0 385,9 0,3322 34,442
2,0 4742 0,3577 30,172
3,0 557,1 0,2851 20,470
4,0 520,5 0,3095 23,787

Observa-se que para os suportes preparados utilizando diferentes concentrac¢tes de BCD
os valores obtidos de area especifica, volumes especificos dos poros e diametro médio dos poros

apresentaram valores proximos entre si.
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Os valores encontrados neste trabalho estdo de acordo com dados reportados na
literatura. Martin et al. (2018) reportaram valores de area especifica que variaram entre 353,5
a 525,2 m?.g?, volume especifico dos poros entre 0,28 a 0,42 cm®.g™* e o diametro médio dos
poros entre 27,7 e 32 A para diferentes materiais hibridos preparados a base de silica (SiO»-
PVA, SiO2-CMC e SiO2-HEC).

Todos os materiais obtidos foram classificados como sendo mesoporosos, pois

apresentaram diametro médio de poros entre 20 e 500 A.

Tabela 4.3. — Area especifica, volume de poros e didmetro médio de poro da lipase B. cepacia
imobilizada em SiO2-BCD utilizando diferentes concentragdes de BCD

Concentracio pCD Area especifica Volume especifico Didmetro médio dos
(%) (m?g?) dos poros (cm® g?) poros (A)
0,5 289,7 0,2602 35,929
1,0 235,3 0,1922 32,678
2,0 3255 0,1855 22,799
3,0 3215 0,1871 23,283
4,0 363,4 0,2131 23,462

Como pode ser observado na Tabela 4.3, os biocatalisadores apresentam valores
proximos de area especifica, volumes especificos dos poros e diametro médio dos poros. Todos

0s materiais obtidos foram classificados como sendo mesoporosos.

4.3.2. Difragéo de raios X (DRX)

Os difratogramas ilustrados nas Figuras 4.2 e 4.3 s&o referentes aos suportes SiO.-fCD
e aos biocatalisadores obtidos. A caracterizacdo estrutural foi realizada a partir da difracdo de
raios-X. Nesta técnica uma frente de ondas passa através de fendas cuja separacéo é comparavel
ao comprimento de onda A da radiagdo. A técnica de medida difragdo de raios-X é baseada na
interacdo da radiagdo eletromagnética de comprimento de onda A (=0,1 nm) com planos de
atomos do sélido cristalino. Os materiais com arranjo cristalino e repetitivo apresentam
difratogramas contendo picos e reflexdes bem definidas. Por outro lado, os materiais amorfos
ndo possuem um arranjo cristalino regular e, portanto, ndo apresentam difratogramas com
reflexdes definidas (CULLITY, 2001).
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Figura 4.2. — Difratometria de Raios X dos suportes hibridos SiO.-BCD utilizando diferentes

concentragoes de BCD.

Intensidade (unidades arbritarias)

] Mwm SiO,-6CD (4,0 %)

Wm SI0,-$CD (3,0 %)

_ WMW Si0,-BCD (2,0 %)

WM Si0,-BCD (1,0 %)

MM SI0,-BCD (0,5 %)

10 20 30 40 50 60

2 @ (graus)

70

Figura 4.3. — Difratometria de Raios X da lipase B. cepacia imobilizada em SiO,-BCD
utilizando diferentes concentra¢des de BCD.
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Os difratogramas referentes aos suportes SiO>-BCD e aos biocatalisadores obtidos

apresentaram o mesmo perfil resultando em uma expressiva largura em 23° (20), indicando

formacédo de estruturas, predominantemente, amorfas pela presenca da silica (PINGAN et al.,

2017).

A formacéo de um microambiente amorfo mostra que os suportes sao formados por uma

rede ndo uniforme e com um numero consideravel de intersticios, ideal para o processo de

imobilizacdo de enzimas (FAN et al., 2006). Uma distribuicdo homogénea do componente

organico na matriz inorgénica evita a formacdo de agregados de enzima, conforme constatado
por Abbehausen et al., 2010.
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4.3.3. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros no infravermelho obtidos para os suportes preparados, a lipase B. cepacia

livre e os biocatalisadores sdo mostrados nas Figuras 4.4 e 4.5.

Figura 4.4. — Espectros no infravermelho dos suportes de SiO2-BCD preparados utilizando
diferentes concentragdes de fCD.
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Os espectros dos suportes SiO-BCD preparados utilizando diferentes concentragdes de
BCD apresentaram um perfil semelhante para todos 0s casos. Apenas 0 suporte preparado
contendo 4,0 % de BCD apresentou um perfil diferente, com picos mais intensos que os demais.
Os espectros apresentam uma banda larga na regido de 3500 cm™ com um ombro em 3250 cm*
que foi atribuida ao grupamento O-H de hidroxilas ligadas as cadeias poliméricas dos suportes. O
grupamento O-H € proveniente da &gua de hidratacdo e de cristalizacdo. Outros picos intensos
em 450 cm?, assim como em 1090 cm™ estdo associados com as vibragGes de estiramento
simétricas e assimétricas da silica, respectivamente. A presenca das ligacdes caracteristicas de
Si-O-Si mostraram a formacdo bem-sucedida do material hibrido a base de silica. A existéncia
de grupos livres de Si-OH associados com o pico 950 cm™ s&o devidos a reagéo incompleta de
condensacdo das unidades disponiveis de silanol. Esses grupos de hidroxila livres atuam de
maneira efetiva na funcionalidade do material hibrido preparado a base de silica (MARTIN et
al., 2018).
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Figura 4.5. — Espectros no infravermelho da lipase B. cepacia livre e imobilizada em SiO»-
BCD utilizando diferentes concentragdes de BCD.
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Os picos encontrados estdo de acordo com a literatura (HATAMI, AHMADIPOUR,
ASGHARI, 2017), destacando a presenca de trés perfis distintos. O biocatalisador preparado
utilizando 4 % de BCD apresentou um perfil muito semelhante ao da lipase livre, mostrando
gue neste caso a imobilizacdo pode ndo ter ocorrido de maneira satisfatdria. Para os
biocatalisadores preparados utilizando 0,5 e 1,0 % foi verificado um comportamento
semelhante, observando a ocorréncia de um leve decaimento nos picos de 480 cm™ e 1090
cmt em relagdo a lipase B. cepacia livre, indicando que nesses casos a imobilizagdo pode ter
ocorrido de maneira moderada. Para os biocatalisadores preparados utilizando 2,0 e 3,0 % de
ciclodextrina foi verificada mudanca mais expressiva nos picos, quando comparado a lipase
livre, indicando que para esses casos a conformacao estrutural apos a etapa de imobilizacéao foi
bastante diferente da conformacéo presente na lipase livre, sugerindo uma imobilizacdo mais
eficiente (MARTIN et al., 2019).
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4.3.4. Avaliacdo do potencial hidrolitico da lipase de Burkholderia cepacia no suporte SiO»-
BCD utilizando diferentes concentragdes de BCD
A Tabela 4.4 apresenta os resultados de atividade hidrolitica dos biocatalisadores

obtidos, bem como os valores de rendimento de imobilizacgéo.

Tabela 4.4. — Parametros obtidos da imobilizacéo da lipase B. cepacia em SiO2-BCD utilizando
diferentes concentracdes de fCD

Concentragéo de pCD Atividade hidrolitica Rendimento imobilizagéo
(%) Ug?h (%)
0,5 1985,34 +110,12 43,2143,39
1,0 1870,60 + 8,98 41,1640,51
2,0 1937,74+81,12 40,31+1,29
3,0 1862,56+50,69 41,71+1,86
4,0 1846,65+5,47 41,51+1,53

Atividade da lipase livre 18978+51,5 U g

Nas condicGes adotadas verifica-se uma variacdo entre a interacdo da enzima de B.
cepacia e 0s suportes testados, devido, provavelmente, a diferenca da conformacéo estrutural
de cada suporte. Os valores de atividade hidrolitica variaram entre 1846,65 e 1985,34 U g,

correspondendo a rendimentos de imobilizagdo entre 40,31 a 43,21%.

Os valores de atividade encontrados neste trabalho estdo de acordo com os dados
reportados na literatura para derivados imobilizados de B. cepacia em diferentes matrizes
hibridas (RAMOS et al., 2017; MARTIN et al., 2018; CERON et al., 2018). Ramos et al. (2017)
encontraram valores que variaram entre 1655 e 2155 U g para o derivado imobilizado em
SiO2-PVA (silica-polivinilalcool). Ceron et al. (2018) descreveram valor de atividade de 2300
U g utilizando a matriz SiO,-HEC (silica-hidroxietilcelulose). Martin et al. (2018) reportaram
valores de atividade que variaram entre 1451 a 1661 Ug™ utilizando 4 diferentes suportes
hibridos: SiO2-PVA, SiO,-CMC (silica carboximetilcelulose), SiO2-HEC e SiO2-BCD ativadas

com epicloridrina.

4.3.5. Pardmetros cinéticos dos biocatalisadores

O efeito da concentracdo do substrato sobre a atividade das preparacfes de lipase
imobilizada foi investigado empregando emulsdes de azeite de oliva em diferentes proporcgoes
(10-50 % m v'1), correspondendo a concentracdes em acidos graxos variando entre 372 a 1860
mmol L. Os perfis das curvas de velocidade de reagdo das preparacoes de lipase imobilizada

em funcdo da concentracdo de acido graxo sdo apresentados na Figura 4.6. Os ensaios foram
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realizados em pH 7,0 e temperatura de 37 °C. Os valores de Km € Vmax aparentes foram
calculados com o auxilio do programa Origin 8 (Tabela 4.5).

Figura 4.6. — Perfis das curvas de velocidade de reacao da lipase de B. cepacia imobilizada em
SiO.-BCD utilizando diferentes concentragdes de BCD: (a) 0,5 %, (b) 1,0 %, (c) 2,0 %, (d) 3,0
%, (e) 4,0 %.
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Na cinética de Michaelis-Menten, Km determina a afinidade da enzima em relagdo a um
substrato particular e a Vmax (velocidade maxima) determina a taxa maxima de reacdo do
sistema na concentracdo de saturacao do substrato, ou seja, concentracdo na qual toda a enzima
participa do complexo enzima-substrato [ES]. A afinidade de uma enzima para o substrato é
alta se o valor do K for baixo. O aumento no valor de Km é principalmente devido a menor
acessibilidade do substrato aos sitios ativos de enzima imobilizada causada pelo aumento da
limitacdo difusional (YING et al., 2017; SELVAKUMAR; SIVASHANMUGAM, 2017;
GULDHE et al., 2015).

Tabela 4.5. — Parametros cinéticos da lipase B. cepacia imobilizada em SiO2-BCD utilizando
diferentes concentragdes de BCD

Concentracio pCD Km Vmax
(%) (mmol.L*) Ug?
0,5 1787 3940
1,0 1480 3439
2,0 1767 3721
3,0 1624 3497
4,0 1437 3477

Pela Figura 4.6 pode-se observar que os perfis das curvas de velocidade de reacéo da
lipase imobilizada em SiO2-BCD utilizando diferentes concentra¢cdes de PBCD foram
semelhantes. Pela Tabela 4.5 verifica-se que os menores valores de Ky, foram observados para
lipase imobilizada em SiO,-BCD utilizando concentracdes de 1,0 %, 3 % e 4 % de BCD (1400-
1630 mmol L), enquanto para as concentragdes de 0,5 % e 2,0 % os valores de Ky foram

superiores a 1700 mmol L™,

Na literatura Martin et al. (2018) reportaram valores de Kn variando entre 859 e 1133
mmol L e valores de Vmax variando entre 2239 e 2502 U g para a lipase de Burkholderia

cepacia imobilizada em diferentes suportes hibridos.

4.3.6. Estabilidade térmica da lipase de B. cepacia livre e imobilizada nos diferentes tipos de
suporte

Experimentos foram ainda efetuados para determinar a estabilidade térmica da B.
cepacia livre e imobilizada nos diversos suportes hibridos. Os testes de estabilidade térmica
foram efetuados conforme a metodologia descrita no item 3.3.2.2. Os perfis das curvas de

estabilidade térmica das preparacdes de lipase livre e imobilizada estéo ilustrados na Figura 4.7.

Verifica-se pelo perfil das curvas, a presenga de dois patamares distintos. A lipase
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imobilizada em SiO2-BCD utilizando concentragdes de 2,0 % e 3 % de BCD conseguiu manter
mais de 95 % da sua atividade residual apds 3 horas de tratamento térmico, enquanto para a
lipase livre e imobilizada em SiO.-BCD utilizando as concentragdes de 0,5 %; 1,0 % e 4,0 %
observou-se uma queda de atividade residual na ordem de 20 % devido provavelmente a
diferenga da conformagcdo estrutural do biocatalisador ap6s a etapa de imobilizacdo (MARTIN
etal., 2019).

Figura 4.7. — Estabilidade térmica a 60 °C da lipase B. cepacia livre e imobilizada em SiO»-
BCD utilizando diferentes concentrac6es de BCD: 0,5 %; 1,0 %; 2,0 %; 3,0 % e 4,0 %.
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4.3.7. Teste de lixiviagdo da lipase imobilizada
4.3.7.1. Lixiviacdo no meio reacional

O teste de lixiviacdo do biocatalisador no meio reacional foi realizado conforme a

metodologia descrita no item 3.3.2.4.1 e os resultados obtidos estdo mostrados na Figura 4.8.
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Figura 4.8. — Teste de lixiviacdo realizado em meio reacional
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Verifica-se pela Figura 4.8 que o rendimento alcancado em 24 h foi mantido apés a
remocdo do biocatalisador do meio reacional, sendo até possivel perceber uma oscilacdo para
menores valores de rendimento com a continuidade da incubacéo da mistura reacional até 72 h.

Este comportamento indica que o processo de imobilizacdo foi satisfatério e que o

biocatalisador ndo foi lixiviado para o0 meio reacional.

4.3.7.2. Lixiviagdo em um meio contendo Triton X-100
O teste de lixiviagdo em um meio contendo Triton X-100 foi realizado conforme a

metodologia descrita no item 3.3.2.4.2 e 0s resultados estdo mostrados na Figura 4.9.
Figura 4.9. — Teste de lixiviagao realizado em meio contendo Triton X-100.
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Conforme mostrado na figura 4.9 o biocatalisador em meio tampéo fosfato conseguiu
manter até 60 % da sua atividade ap6s 2 horas de tratamento. Entretanto o biocatalisador que
esteve em contato com a solucdo contendo Triton x-100 rapidamente perdeu atividade
hidrolitica chegando até um valor proximo a 0. Este resultado indica que a lipase foi imobilizada

por adsorc¢éo fisica na superficie do suporte.

Normalmente, quando uma enzima imobilizada é utilizada para catalisar uma rea¢do em
um meio organico ndo é necessaria forte interacdo da enzima com o suporte devido a
insolubilidade da enzima em meios apolares. Assim sendo, 0 método de adsorcéo fisica se torna
um método de imobilizacdo satisfatorio para aplicacdes de lipase em sintese organica
(MARTIN et al., 2018). Além disso, destaca-se como vantagem a possibilidade de regeneracdo

do suporte para nova imobilizacdo da enzima.
4.3.8. Sintese de ésteres de etila por transesterificacdo em processo descontinuo

Os ensaios de transesterificagdo foram efetuados utilizando as preparacdes de B.
cepacia imobilizada em SiO,-BCD utilizando diferentes concentrages de BCD. O perfil de

formacéo dos ésteres de etila é mostrado na Figura 4.10 (a-€) e Tabela 4.6.

Tabela 4.6. — Perfil dos ésteres de etila das amostras obtidas na transesterificacdo do 6leo de
pinhdo manso com etanol empregando B. cepacia imobilizada em SiO,-BCD utilizando
diferentes concentracdes de BCD (72 h de incubacéo)

Concentracdo Concentragdo individual em Concentracao total Rendimento de
BCD (%) ésteres (%) (gester gamostra™) transesterificacéo
C16 C18:1 C18:2 (%) (%)
0,5 8,83 25,48 16,04 50,34 64,60
1,0 8,12 25,91 16,41 52,93 67,93
2,0 12,15 40,18 22,81 77,92 100,00
3,0 11,11 34,15 21,05 69,53 89,23

4,0 10,38 32,56 18,65 64,67 83,00
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Figura 4.10. — Perfil de formacdo dos ésteres de etila a partir da reacdo de
transesterificacdo do 6leo de pinhdo-manso com etanol, catalisada pela lipase B. cepacia
imobilizada em SiO.-BCD utilizando diferentes concentragdes de pCD: (a) 0,5 %, (b) 1,0
%, (c) 2,0 %, (d) 3,0 %, (e) 4,0 %.
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Pelos resultados descritos na Figura 4.10 e Tabela 4.6 verifica-se que, de modo geral,
todas as reacOes confirmaram a eficiéncia dos biocatalisadores preparados. Os biocatalisadores
imobilizados em suportes contendo 0,5 % e 1,0 % de BCD apresentaram desempenho inferior
aos demais. Com base nesses resultados verifica-se que os derivados imobilizados em suportes
contendo concentracdes de 2,0, 3,0 e 40 % de BCD foram 0s mais ativos, atingindo

concentragdes elevadas em ésteres de etila (>60 %). Nesta série de ensaios, o equilibrio das
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reacOes foi alcancado em 72 h, o aumento do carregamento da lipase imobilizada, como
esperado, aumenta a velocidade de reacdo e reduz o ponto de equilibrio para 48 h, como pode
ser verificado nos experimentos descritos nos Apéndices A.3 e A.4. A concentracdo de ester
encontrada neste trabalho esta de acordo com a reportada na literatura para processos de
transesterificacdo similares, como mostrado na Tabela 4.7 (TIOSSO et al., 2014; SOUZA,
MENDES, DE CASTRO, 2016).

Tabela 4.7. — Resultados referentes ao processo descontinuo obtidos neste trabalho e
comparados com trabalhos da literatura.

Biocatalisador Razéo Condicdes Concentracéo Referéncia
molar operacionais de éster de
Oleo/alcool etila (%)
Lipase de B. cepacia 1:8 STR, 72 h, 45°C 77,72 Este trabalho
imobilizada em SiO»-BCD
Lipase PS Amano IM 1:9 STR, 48 h, 50°C 74,92 Tiosso et al.,
2014.
Lipase de B. cepacia 1:9 STR, 72 h, 45°C 73,65 Souza, Mendes e
imobilizada em SiO,-PVA De Castro, 2016.

Tiosso et al. (2014) estudaram a transesterificacdo do 6leo de pinhdo-manso (Jatropha
curcas) utilizando a lipase PS Amano IM como catalisador e substrato numa razdo molar de
1:9 (6leo: etanol) e alcancaram rendimentos da ordem de 99,8 % o que corresponde a uma

concentracéo de éster de etila de 74,92 % (Qester Jamostra ).

Souza, Mendes e De Castro (2016) avaliaram a transesterificacdo do 6leo de pinh&o-
manso (Jatropha curcas) utilizando a lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em SiO»-
PVA como catalisador e uma razao molar de 1:9 (6leo: etanol) e alcancaram rendimentos da
ordem de 98,3 % 0 que corresponde a uma concentracdo de éster de etila de 73,65 % (Qester

gamostra_l) .
4.4. Sintese de ésteres de etila por transesterificacdo em processo continuo

Tomando por base os dados descritos na secéo 4.3, verifica-se que o suporte preparado
com 2 % de B-Ciclodextrina foi o que forneceu o derivado imobilizado mais ativo e estavel
termicamente, sendo portanto, selecionado para imobilizar a lipase de B. cepacia para posterior
aplicacdo em reacgdes de transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso com etanol em fluxo

continuo.
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Nesta série de testes foram efetuados seis experimentos (a-f) de acordo com as
condicdes estabelecidas por Ceron et al., (2018) e descritas na Tabela 4.7. Todos os
experimentos foram realizados a 50 °C numa vazao fixa de 1,90 mL h, correspondendo a um
tempo espacial de 8 h. Nos experimentos a-c foi verificado o efeito da razdo molar 6leo: etanol
na concentracdo de ésteres formados e rendimento de transesterificagdo. Os experimentos (d;
e) foram efetuados para verificar a eficiéncia da cinza de casca de arroz como material
adsorvente na remocéo do glicerol acoplando uma coluna extratora na saida do leito catalitico,
nestes experimentos foram retiradas amostras antes e ap0s passagem pela coluna extratora. No
experimento f foi verificada a eficiéncia da cinza de casca de arroz como material adsorvente
quando uma camada de cinza de casca de arroz foi intercalada entre duas camadas de

biocatalisador.

O volume util do reator e a vazao teorica (Tabela 4.8) foram calculados considerando a
densidade cristalina do biocatalisador (p = 1,99 g.cm™) medida conforme a metodologia
descritano item 3.3.2.5. As Figuras 4.11, 4.12 e 4.13 mostram os rendimentos alcancados nestes

seis experimentos e a Tabela 4.9 mostra um resumo dos parametros obtidos.

Tabela 4.8. — Condicbes experimentais adotadas nos experimentos conduzidos em regime
continuo (volume nominal do reator=25,18 mL).

Teste | Reator Razéo Volume | Volume Vazao Tempo Objetivo
molar da atil do tedrica espacial
6leo:alcool | enzima leito (mL.h') (h)
(mL) (mL)

A Figura 1:4 10,05 15,13 1,90 8 Avaliar a influéncia

B 3.28 1:8 da razdo molar

C 1:12

D Figura 1:12 Avaliar a influéncia

E 3.2b 1:8 da cinza de casca
de arroz

F Figura 1:12 8,79 16,39 2,04 Confirmar a

3.2c eficiéncia da cinza

de casca de arroz
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Figura 4.11. — Perfil dos ésteres formados e rendimento de transesterificacdo das reacdes
conduzidas em regime continuo variando a razdo molar do meio de alimenta¢do mantendo fixo
0 tempo espacial em 8 h: (a) razdo molar 1:4, (b) razdo molar 1:8, (c) razao molar 1:12.
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Figura 4.12. —Perfil dos ésteres formados e rendimento de transesterificacdo das reagdes
conduzidas em regime continuo utilizando reator de leito fixo acoplado a uma coluna extratora
de glicerol empacotada com cinza de casca de arroz (CCA) variando a razdo molar do meio de
alimentacéo (1:8 e 1:12) mantendo fixo o tempo espacial em 8 h: (d) razdo molar 1:8; (e) razdo
molar 1:12.
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Figura 4.13. — Perfil de formacdo de ésteres e rendimentos de transesterificacao para a reacéo
conduzida em regime continuo utilizando reator de leito fixo empacotado com duas camadas
de biocatalisador intercalada com uma camada de cinza de casca de arroz: (f) razdo molar
1:12
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Tabela 4.9. — Parametros derivados dos experimentos realizados, tempo espacial fixo em 8 h
para diferentes razdes molares (6leo: etanol) e diferentes configuracdes de reator

Parametro Codificacéo do experimento

(@) (b) (© (d) (€) ()
Configuracéo de Figura 3.28 Figura 3.2b Figura 3.2c
reator
Cinza de casca de Ausente Coluna de adsorcéo de | Intercalada
arroz glicerol com

biocatalisador

Raz&o molar 1:4 1:8 1:12 1:8 1:12 1:12
6leo:etanol
Concentracgéo de 33,21 50,55 54,72 51,17 54,27 58,82
ésteres (%)
(média)
Rendimento de 36,37 65,04 80,67 65,84 80,20 86,98
transesterificacéo
(%) (medio)
Produtividade 41,51 63,19 68,65 63,96 67,84 73,53
(mg e’sterg_lh_l)
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Em todos os experimentos efetuados verificou-se um comportamento similar no perfil
de formacéo de ésteres, alcancando valores maximos nas primeiras 48 h de reagdo seguida de
gueda acentuada e manutencdo desse valor até a paralizacdo do experimento, sugerindo que a
operacdo do reator pode estar limitada pela presenca de caminhos preferenciais. Esta hipotese
foi confirmada efetuando um experimento no qual a vazéo do fluxo do meio de alimentacéo foi
reduzida (tempo espacial =14 h) e apesar dessa varia¢do ndo foi constatada nenhuma alteracéo

do teor de ésteres e rendimento médio (Apéndice A.5).

Apesar dessa limitacdo, os experimentos a, b, ¢ (Figura 4.11) utilizando a configuracéo
de reator 3.2a indicaram de maneira clara que a raz&o molar entre os materiais de partida
interferiu de maneira marcante no alcance de elevadas conversdes dos acidos graxos presentes
no 6leo de pinhdo manso em seus ésteres de etila correspondentes, sendo o sistema maximizado
para substratos contendo maior excesso de etanol (razdo molar dleo: etanol de 1:12). Nessas
condigdes, o funcionamento do sistema foi comprovado quantitativamente, fornecendo
rendimentos de transesterificacdo médios de 80,67 + 4,68 % e produtividade de 68,65 + 2,70

mgéster-gmeio_l-h_l-

Os resultados dos experimentos d, e (Figura 4.12) sugerem que a coluna extratora de
glicerol empacotada com cinza de casca arroz acoplada ao reator de leito fixo (configuragdo de
reator 3.2 b) pode ser usada para facilitar a etapa de purificacdo do biodiesel produzido
continuamente, tendo em vista que a cinza de casca de arroz foi seletiva e ndo adsorveu 0s
ésteres etilicos apenas removeu o glicerol do meio reacional. A aplicacdo desta estratégia € bem
interessante pois elimina a necessidade de efetuar lavagens com &gua do meio reacional para
remocao do glicerol, possibilitando a transferéncia direta do meio reacional isento de glicerol

para etapa de purificacdo dos ésteres de etila (eliminacdo do etanol residual).

Destaca-se ainda que o uso de cinza de casca de arroz foi mais efetivo em termos de
desempenho global quando usada intercalada entre duas camadas de biocatalisador
(configuracdo de reator 3.2 ¢) promovendo adsor¢éo do glicerol e aumentando o rendimento de
transesterificacdo para 86,98%, como ilustrado na Figura 4.13 (experimento f) e na Tabela 4.9.
Os resultados encontrados estdo abaixo dos limites estabelecidos pela ANP que exige um teor

de éster minimo de 96,5% (em massa).
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Apesar das diferentes condicOes utilizadas, os resultados obtidos neste trabalho séo
similares aos reportados na literatura utilizando lipase de B. cepacia imobilizada em matriz
hibrida, como mostrado na Tabela 4.10 (COSTA-SILVA et al., 2016; SIMOES et al., 2015).

Tabela 4.10. — Resultados referentes ao processo continuo obtidos neste trabalho e comparados
com trabalhos da literatura.

Biocatalisador Sistema e dimensdes Condicdes e resultados Referéncia
Lipase de B. Unico estégio: Fluxo: 2,04 mL.h* Este trabalho
cepacia 1= 265 mm, T: 50°C
imobilizada em d=11 mm Convers&o: 86,98 %
SiO.-BCD
Lipase de B. Duplo estagio: Fluxo: 0,78 mL.h* Costa-Silva et al., 2016.
cepacia I=55 mm, T. 50°C
imobilizada em d=15mm Converséo: 97,3 %
SiO,-PVA
Lipase de B. Unico estagio: Fluxo: 1,73 mL.h! Simoes et al., 2015
cepacia I=210 mm, T: 50°C
imobilizada em d=14 mm Converséo: 96 %
SiO-PVA

Costa-Silva et al. (2016) avaliaram a producéo continua de ésteres pela etandlise do 6leo
de coco em reator de leito fixo (PBR) (Duplo estagio: diametro interno = 15 mm, comprimento
=55 mm e volume = 11 mL), incorporando uma coluna extratora de glicerol contendo Lewatit
GF 202, operando em regime continuo. A reacdo ocorreu em meio isento de solvente a 50 °C
empregando como biocatalisador lipase de B. cepacia imobilizada em suporte hibrido silica-
PVA. O rendimento alcancado foi de 88,1 % para o primeiro estagio o que correspondeu uma
concentragdo de ésteres de 50,6 % (Qester Gamostra-) € UM rendimento de 97,3 % para o segundo
estagio o que correspondeu a uma concentragdo de ésteres de 58,5 % (Qester Jamostra*) Utilizando
uma razdo molar 6leo de coco: etanol de 1:12, na vazdo volumétrica de 0,78 mL.h*

correspondendo a um tempo espacial de 14 h.

Simoes et al. (2015) estudaram a producdo de biodiesel a partir da reacdo de
transesterificacdo utilizando uma razdo molar de 1:12 (6leo de babagu: etanol) operando em
regime continuo em um reator (diametro interno de 14 mm e comprimento de 210 mm). A
reacao ocorreu a 50 °C empregando como biocatalisador lipase de B. cepacia imobilizada em

suporte hibrido silica-PVA. O rendimento obtido foi de 96 % o que corresponde a uma
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concentragdo de ésteres de 60,9 % (Qester Jamosta ™) €M tempo espacial de 11 h e vazdo
volumétrica de 1,73 mL.h,

4.5. Distribuicao do tempo de residéncia (DTR)

A Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR) é uma informagdo importante na
operacdo de reatores que permite diagnosticar problemas de escoamento, entre os quais se
destacam: i) existéncia de zonas de estagnacao do fluido ou zonas mortas; ii) curto-circuitagem
extrema e subpassagem do fluido; iii) existéncia de canalizacao, especialmente em operacdes
em contracorrente; iv) dispersdo axial em reatores tubulares e v) segregacéo, resultante das
condigdes de mistura no reator (FOGLER, 2009).

DTR é determinada experimentalmente injetando no reator uma concentracdo conhecida
de um tracador no tempo zero e medindo a concentracdo do mesmo no efluente do reator em
funcdo do tempo. Os dois métodos mais utilizados para injecdo séo o de entrada do tipo degrau
e do tipo pulso, sendo que neste trabalho, empregou-se o tipo pulso. Em reatores tubulares
ideais todos os componentes que saem do reator permanecem exatamente 0 mesmo tempo em
seu interior e, neste caso a DTR é um pico de altura infinita e largura zero, cuja area € igual a 1
(FOGLER, 2009).

Em reatores ideais, sem caminhos preferenciais ou zonas mortas, o tempo médio de
residéncia (tm), calculado em funcdo da distribuicdo do tempo de residéncia, deve coincidir
com o tempo espacial (t - tempo necessario para se processar um volume de reator), calculado
conforme equacdo 3.6. Quanto maior for o nimero de caminhos preferenciais e de zonas mortas
no empacotamento maior sera a diferenca entre os valores de tempo médio de residéncia (tm)
e o tempo espacial (t) (CERON et al., 2018).

4.5.1. Curva de calibracédo

A construgdo da curva de calibragdo “absorbancia em fungdo da concentracdo de
tragador”, para determinar a concentracdao de tracador na saida do reator foi realizada com o
corante lipossoltvel (anilina solivel em 6leo) na concentracdo de 15 % em meio reacional 6leo
de pinh&o-manso e etanol na razdo molar 1:12, adotando a metodologia descrita em 3.2.5.2.1.
A varredura inicial feita no espectrofotdmetro na faixa da luz visivel mostrou que a maior
absorbéancia para esse corante foi observada no comprimento de onda de 637 nm. Desta forma,
neste comprimento de onda, foram feitas as leituras subsequentes para diferentes concentragdes

de solugéo de tracador em meio reacional empregando como solvente terc-butanol.
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Na Figura 4.14 é mostrado o comportamento da absorbancia em funcéo da concentracao
do tracador, tomando por base os dados apresentados no Apéndice A.6.

Figura 4.14. — Absorbancia em funcéo da concentracao do tracador em meio reacional.
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4.5.2. Célculo da distribuigdo do tempo de residéncia (DTR)

No presente trabalho, a funcdo de Distribuicdo do Tempo de Residéncia (DTR) foi
efetuada utilizando dois aparatos (Figura 3.2-a e Figura 3.2-c) em ambos as dimensdes da
coluna foram: 265 mm de comprimento de 11 mm de didmetro. O 1° aparato foi empacotado
com 20 gramas de biocatalisador e 0 2° com duas camadas de biocatalisador (8,75 Q)

intercaladas com 2 gramas de cinza de casca de arroz.

No 1° caso foram injetados 0,1488 g da solucéo de corante lipossoluvel azul (15 %) e
no 2° caso foram injetados 0,1693 g da solucdo de corante lipossoltvel azul (15 %) em meio
reacional (6leo de pinhdo-manso: etanol na proporcdo molar de 1:12) no tempo t = O e,
medindo-se a concentracdo, C, do tracador na saida do reator em funcéo do tempo. O teste foi

realizado por 2-2,5 h, efetuando amostragens a cada 10 min.

Os valores de absorbancia das amostras previamente diluidas em terc-butanol
apresentados nos Apéndices A.7 e A.8 serviram de base para calcular a concentragédo do corante
na saida do reator por meio da equagdo obtida na curva de calibracdo (Figura 4.14). As
concentragdes do tragador na saida do reator foram plotadas em funcéo do tempo (Figura 4.15
a-b) e para cada valor de tempo, a fungdo da DTR, E(t) foi determinada, conforme dados

apresentados na Figura 4.16 a-b.
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Figura 4.15. — Concentracdo do corante em fungdo do tempo para os aparatos: a) Figura 3.2-a;
b) Figura 3.2-c.
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Figura 4.16. — Distribuicdo do tempo de residéncia (DTR) para os aparatos: a) Figura 3.2-3;
b) Figura 3.2-c.
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O tempo espacial calculado foi de 1,26 h para o aparato da Figura 3.2-a e de 1,04 h para
0 aparato da Figura 3.2-c. Conhecendo-se o volume de liquido do reator, obtido por meio da
diferenca entre o volume total e o ocupado pelo biocatalisador e pela cinza de casca de arroz
no empacotamento, e a vazdo volumétrica empregada de 0,35 mL min™ e de 0,40 mLmin™
respectivamente, obteve-se tempo espacial de 0,72 h para o aparato da Figura 3.2-a e de 0,67 h

para o aparato da Figura 3.2-c.

Comparando-se os tempos espaciais teoricos (0,72h e 0,67 h) com os correspondentes
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tempos espaciais calculados (1,26 h e 1,04h), tem-se uma diferencga de 0,54 h (32,4 min) para
0 aparato da Figura 3.2-a e de 0,37 h (22,2 min) para o aparato da Figura 3.2-c. Esses valores
séo elevados (75 % e 55 %) e indicam forte limitacdo de transferéncia de massa do fluido através
do reator, refletida, por exemplo, pela relagdo geométrica do reator. Segundo Damstrup et al.,
(2007), verifica-se maior resisténcia a transferéncia de massa em reatores de coluna que
apresentam maior relagdo altura/diametro (1/d), sendo o limite recomendado da ordem de 15.
Considerando que no caso do reator usado no presente trabalho esta razdo é da ordem de 24 ¢
provavel que os desempenhos limitados nos experimentos conduzidos em regime continuos
(secdo 4.4) sejam decorrentes dos problemas de escoamento no leito catalitico, como
identificado pela fungcdo DTR. O espalhamento da curva de DTR apresentado na Figura 4.14

mostra o desvio do comportamento do reator utilizado em relagéo ao reator tubular ideal.

O valor determinado experimentalmente para a variancia, o2, foi 0,32 h2 para o aparato
da Figura 3.2-a e de 0,16 h? para o aparato da Figura 3.2-c, correspondendo a um desvio-padréo
de 0,56 h e de 0,40 h respectivamente. Para o coeficiente de assimetria, s3, o valor obtido foi de
0,30 h* e de -0,09 h®?, respectivamente. O nimero de tanques ideais (n) foi igual a 5,04 e 6,67
respectivamente (Tabela 4.11). Os valores utilizados para os calculos dos parametros assim

como os graficos que auxiliaram nestes calculos sdo demonstrados nos Apéndices A.9 até A.12.

Tabela 4.11. — Tempo médio de residéncia, variancia e coeficiente de assimetria obtidos por
meio do teste de tracador tipo pulso para os aparatos das figuras 3.2-a e 3.2-cC.

Parametro Figura 3.2-a Figura 3.2-c
Tempo médio de residéncia, tm (h) 1,26 1,04
Variancia ¢ (h?) 0,32 0,16
Coeficiente de assimetria s® (h®?) 0,30 -0,09
n 5,04 6,67

Os resultados obtidos neste trabalho, sdo similares aos descritos na literatura
(SANTANA et al., 2018; SIMOES et al., 2015; RAMOS et al., 2017; CERON et al., 2018).

Santana et al. (2018) encontraram um valor de 29,73 minutos de tempo de residéncia
calculado enquanto o valor tedrico foi de 45,90 minutos para a silica modificada com LIP
(liquidos i6nicos proticos) indicando variagdo de 54 %. O valor da variancia encontrado foi de
230,68 min2 (15,16 h?) e o valor do coeficiente de assimetria foi de 53,56 min®? (0,12 h%?).
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SimdQes el al. (2015) avaliaram o teste do tragcador tipo pulso em uma coluna contendo
210 mm de comprimento e 14 mm de didmetro interno empacotada com lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em SiO,-PVA e obtiveram um valor de variancia de 0,6 h? e um coeficiente

de assimetria de -0,032 h%2,

Ramos et al. (2017) realizaram o teste do tragador tipo pulso em um reator de leito fixo
contendo dois estagios (didmetro interno de 14 mm e comprimento de 210 mm) empacotada
com lipase de Burkholderia cepacia imobilizada em SiO.-PVA e alcancaram valores de

variancia de 0,79 h? e um coeficiente de assimetria de 0,58 h%2,

Ceron et al. (2018) calcularam o nimero de tanques ideais (n) e obtiveram um valor de
7 para o teste feito utilizando 6leo de palmiste e 6leo fusel como materiais de partida e 12 para

o teste feito utilizando 6leo de palmiste e alcool isoamila.

4.6. Caracterizacdo da cinza de casca de arroz
As propriedades texturais e morfoldgicas (BET, DRX e FTIR) da cinza de casca de arroz

sdo mostradas nas Figuras 4.17, 4.18 e na Tabela 4.12.

Tabela 4.12. — Area especifica, volume de poros e didmetro médio de poro da cinza de casca
de arroz obtidos neste trabalho e comparados com o trabalho de Santos et al., 2016.

Area Volume especifico Diametro médio Fonte
especifica dos poros dos poros
(m”g?) (cm®g™) (A)
24,1 0,0216 35,814 Este trabalho
12,0 0,0220 36,500 Santos et al., 2016

Os valores encontrados estdo bem proximos dos dados reportados na literatura. O
diametro médio dos poros encontrado de 35.8 A permite caracterizar o material cinza de casca
de arroz como mesoporoso, sendo assim, improvavel de ocorrer limitagdes por difusGes por
conta do glicerol (SANTOS et al., 2016).
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Figura 4.17. — Difratometria de Raios X da cinza de casca de arroz.
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O difratograma de raio X da cinza de casca de arroz mostrou a presenca de silica
cristalina na forma de cristobalito (SiOz). A estrutura da silica (amorfa e/ou cristalina) depende
predominantemente da temperatura da calcinacdo da casca de arroz. A cinza produzida pela
combustdo em uma temperatura entre 500-600 °C contém estrutura de silica amorfa. A
formacéo do pico do cristobalito ocorre a 700 °C e a partir de temperaturas acima de 800 °C
este pico se torna cada vez mais intenso. O difratograma obtido neste trabalho € similar ao
reportado na literatura (SANTOS et al., 2016).

A anélise de FTIR para a cinza de casca de arroz in natura (antes da reacdo) e ap0s
utilizacdo como material adsorvente na reacao de transesterificacdo continua de producdo de
biodiesel é mostrada na Figura 4.18. Verifica-se pelo espectro que ap6s a reacdo ocorreu o
aparecimento de picos em 2920 e 2850 cm™?, que correspondem a vibragles simétricas e
assimétricas de grupos CH,. Essas bandas confirmam a afinidade da cinza de casca de arroz
pelo glicerol devido ao seu alto teor de silica (SANTOS et al., 2017). Essa analise de FTIR
também foi efetuada para o biocatalisador antes e apds ser utilizado em uma reacdo de

transesterificacdo continua e o grafico esta mostrado no Apéndice A.13.
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Figura 4.18. — Espectros no infravermelho da cinza de casca de arroz antes e apds a reagdo de
transesterificacéo.
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4.7. Consideragdes finais

Com a realizacdo desta pesquisa foi possivel produzir ésteres etilicos a partir da reacdo
de transesterificacdo do 6leo de pinhdo-manso empregando a lipase de B. cepacia imobilizada
em matriz hibrida de SiO2-BCD.

Os testes iniciais foram feitos a partir da imobilizagéo da lipase de Burkholderia cepacia
em um suporte hibrido de SiO2-BCD utilizando diferentes concentragdes de BCD na etapa de
elaboracdo do suporte hibrido (variando de 0,5% até 4,0%). Estes testes revelaram valores e
comportamentos muito proximos em relacdo aos rendimentos de imobilizacdo, atividades
hidroliticas (método de hidrolise do azeite de oliva), conversdes em ésteres de etila e parametros
cinéticos (Km e Vmax), comprovando a eficiéncia deste biocatalisador para mediar reacdes de

transesterificacdo operando de maneira descontinua.

Uma diferenca foi observada no teste de estabilidade térmica realizado com os diferentes
biocatalisaores, apresentando 2 patamares distintos: o primeiro patamar mostrou que 2
catalisadores (2 e 3% de BCD) conseguiram reter maior atividade catalitica ao longo da anélise
de estabilidade térmica e o segundo patamar (0,5; 1,0 e 4,0% de BCD) que revelou menor

eficiéncia para aumentar a estabilidade térmica da lipase livre. Essa avaliacdo foi muito
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importante para selecionar o biocatalisador mais adequado para aplicacdo no processo de
producdo continua de biodiesel, que no caso deste trabalho, teve uma duracdo de 20 dias.

Outra diferenca observada foi na anélise de FTIR tanto para os suportes quanto para 0s
biocatalisadores. Para os suportes foi observado diferenca no suporte hibrido preparado com
4% de BCD, que apresentou picos mais elevados que os demais suportes, indicando menor
eficiéncia no preparo do material a base de silica. Os biocatalisadores preparados com 2 e 3 %
de BCD revelaram um perfil mais satisfatorio a partir dos picos observados indicando uma

imobilizagdo mais eficiente.

Testes de lixiviacdo também foram efetuados visando avaliar a ocorréncia de dessorcao
da enzima para o meio reacional o que provocaria reducao do rendimento do processo. O teste
de lixiviacdo realizado em meio reacional revelou que a lipase durante o processo nao
desprendia do suporte. O teste de lixiviacdo utilizando material detergente como Triton x-100
mostrou queda brusca da atividade do biocatalisador em funcdo do tempo de incubacao,

mostrando que a imobilizacéo da lipase no suporte ocorreu por adsorcao.

A maior concentracdo massica de ésteres etilicos obtida na reacdo em reator batelada
foi igual a 77,92 % (Qester Jamostra 1) representando um rendimento de transesterificacéo de 100
% utilizando uma razdo molar de 1:8 apds 72 h de reacdo. Esse resultado encontrado para o
processo em batelada estd em um patamar superior aos trabalhos utilizados da literatura, para
fins de comparacgdo, mostrando que o biocatalisador preparado tem potencial para mediar essa
reacao de transesterificacdo e obter o produto de interesse do trabalho que sao os ésteres etilicos
(biodiesel).

Com base nos resultados obtidos para as reagOes de transesterificacdo operando de
maneira descontinua e nos resultados obtidos das caracterizagbes dos suportes e dos
biocatalisadores, o biocatalisador preparado a partir da imobilizacéo da lipase de Burkholderia
cepacia imobilizada em SiO2-BCD contendo 2% de BCD foi escolhido para a realizacdo dos

testes de transesterificagdo operando de maneira continua.

Para os testes de transesterificacdo operando de maneira continua foi avaliada a
influéncia da razdo molar na formacdo de ésteres e rendimento de transesterificagdo. Foi
também testado a potencialidade da cinza de casca de arroz como material adsorvente do
glicerol, coproduto da reacdo de transesterificacdo que tende adsorver no suporte de
imobilizacdo reduzindo o rendimento do processo. A razdo molar entre éleo de pinhdo manso

e etanol foi um pardmetro critico para obtengéo de elevados rendimentos, sendo o desempenho
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mais elevado constatado para substratos contendo excesso de etanol, ou seja, razdo molar 6leo
e etanol de 1:12.

Para o processo continuo a maior concentracdo massica (média nos 20 dias de reacao)
de ésteres etilicos obtida foi de 58,82 % (Qester Jamosra) alcancando um rendimento de
transesterificacdo de 86,98 %, utilizando uma razao molar de 1:12 e com o material adsorvente
de glicerol (cinza de casca de arroz) colocado intercalado com o biocatalisador no reator. Este
resultado obtido para o processo continuo esta no mesmo patamar aos trabalhos utilizados da
literatura, para fins de comparacdo, mostrando que o biocatalisador preparado também tem
potencial para mediar a reagdo de transesterificacdo operando em um reator de leito fixo, de
maneira continua, e obtendo o produto de interesse do trabalho que sdo os ésteres etilicos
(biodiesel).

A eficiéncia da cinza da casca de arroz foi testada em duas configuracdes diferentes e
foi mais efetiva quando intercalada entre duas camadas de biocatalisador, reduzindo a limitagéo
difusional e a inibicdo da enzima pela adsorcdo do glicerol no suporte, proporcionando
incrementos na formacdo de ésteres de etila em relacdo ao sistema isento de adsorvente. A
eficiéncia da cinza de casca de arroz como material adsorvente do glicerol foi também
comprovada pela anélise de FTIR do material antes e apds utilizacdo em processo continuo de

reacao de transesterificacao, revelando bandas nos espectros na regiao caracteristica do glicerol.

Os resultados obtidos comprovaram a eficiéncia do biocatalisador de lipase de
Burkholderia cepacia imobilizada em SiO2-BCD para mediar reagdes de transesterificagao
operando em modo descontinuo e continuo, entretanto melhoramentos sdo ainda requeridos,
principalmente no estudo de determinadas variaveis como é o caso da configuracao do reator
(relacéo altura/diametro), para se obter o produto alvo com propriedades que atendem os limites
exigidos pelas normas brasileiras (Regulamento Técnico ANP - Agéncia Nacional do Petroleo,
Gas Natural e Biocombustiveis - n°4/2012), para utilizacdo como combustivel. A Tabela 4.13

mostra um resumo dos principais resultados obtidos na realizacdo deste trabalho.
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Tabela 4.13. — Principais resultados obtidos neste trabalho.

Biocatalisador

Lipase SiO2-
pCD

(2 % BCD)

Parametro Valor
Area especifica (m? g2) 325,5
Volume especifico dos poros (cm® g?) 0,1855
Diametro médio dos poros (A) 22,799
Atividade hidrolitica (Ug™) 1937,74
Km (mmol.L?) 1767
Vmax (Ug?) 3721
Lixiviacdo em meio reacional (%) 0
Lixiviagdo em meio com Triton X-100 (%) 100
Concentracdo de ésteres (descontinuo) (%) 77,92
Rendimento de transesterificacdo (descontinuo) (%) 100
Razé&o molar (continuo) 1:12
Concentracdo de ésteres (continuo) (%) 58,82
Rendimento de transesterificacdo (continuo) (%) 86,98
Produtividade (continuo) (mg ssterg™*h™) 73,53
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

No presente trabalho foi avaliado a potencialidade da lipase de Burkholderia cepacia
imobilizada em suporte hibrido de SiO.-BCD obtido pela técnica sol-gel para sintetizar
biodiesel a partir da reacdo de transesterificacdo do 6leo de pinhdo manso e etanol. Este
biocatalisador foi testado em reacdes de transesterificacdo operando de maneira descontinua e
continua. Também foi avaliado a eficiéncia de um material adsorvente de glicerol (cinza de
casca de arroz) nos processos de transesterificagdo operando de maneira continua. A partir dos

testes realizados foi possivel concluir que:

Foi possivel imobilizar a lipase de Burkholderia cepacia em um suporte hibrido de SiO--
BCD utilizando diferentes concentragdes de BCD (variando de 0,5 % até 4,0 %). Os valores de
rendimentos de imobilizacdo, atividades hidroliticas, conversdes em ésteres de etila e

parametros cinéticos obtidos foram muitos proximos.

Uma diferenca foi observada no teste de estabilidade térmica e na analise de FTIR
realizado com os diferentes biocatalisadores. Os biocatalisadores preparados com 2 e 3% de
BCD conseguiram reter maior atividade catalitica ao longo da analise de estabilidade térmica
além de apresentarem um perfil mais satisfatorio na anélise de FTIR a partir dos picos

observados indicando uma imobilizagdo mais eficiente.

O teste de lixiviacdo realizado em meio reacional revelou que a lipase durante o processo
nédo desprendia do suporte. O teste de lixiviagéo utilizando material detergente como Triton x-
100 mostrou queda brusca da atividade do biocatalisador em funcéo do tempo de incubagéo,

mostrando que a imobilizacdo da lipase no suporte ocorreu por adsorcao.

Com base nos resultados obtidos na 12 parte do trabalho, o biocatalisador preparado a
partir da imobilizac&o da lipase de B. cepacia imobilizada em SiO2-BCD contendo 2% de BCD

foi escolhido para a realizac¢éo dos testes de transesterificacdo operando de maneira continua.

Para os testes de transesterificacdo operando de maneira continua a razdo molar 1:12
6leo de pinhdo-manso:etanol obteve o desempenho mais elevado. Também foi avaliada a
potencialidade do material adsorvente de cinza de casca de arroz e sua eficiéncia foi

comprovada quando intercalada com o biocatalisador.
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CAPITULO 6

SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Outros testes conduzidos em fluxo continuo séo sugeridos como trabalho futuro para

comprovacao da eficiéncia deste aparato experimental. Como principais sugestdes temos:

» Auvaliar outras configuracGes de reator, com relacdo ao comprimento (I) e diametros

internos (d) diferentes. Avaliar se a relacéo I/d influencia no rendimento do processo;

» Auvaliar a utilizacdo da cinza de casca de arroz misturada com o biocatalisador no

processo de transesterificagao;

» Realizar outros testes contendo outros tipos de materiais adsorventes e compara-los com

os resultados ja obtidos utilizando cinza de casca de arroz;

» Auvaliar a utilizacdo do mesmo aparato experimental, porém utilizando diferentes 6leos

vegetais;

» Auvaliar a possibilidade de se utilizar outro suporte na etapa de imobiliza¢do assim como

diferentes fontes de lipase.
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APENDICES

A.1 — Curvas de adsorcéo/dessorcao dos suportes preparados.
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A.2 — Curvas de adsorgdo/dessorcao dos biocatalisadores preparados.
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A.3 — Perfil de formag&o dos ésteres de etila a partir da reacédo de transesterificacdo do dleo
de pinhdo-manso com etanol, catalisada pela lipase B. cepacia imobilizada em SiO2-fCD
utilizando 600 unidades de atividade hidrolitica por grama de matéria-prima lipidica em
diferentes concentracgdes de SCD: (a) 0,5 %, (b) 1,0 %, (c) 2,0 %, (d) 3,0 %, (e) 4,0 %.
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A.4 — Perfil dos ésteres de etila nas amostras obtidas por catélise utilizando 600 unidades de

atividade hidrolitica por grama de matéria-prima lipidica em diferentes concentragdes de fSCD
(48 h de reacao).

Concentracio pCD m m-t éster (%)
(%)
C16 Cc18:1 C182 (%)
0,5 12,04 39,18 22,14 73,26
1,0 12,14 36,72 24,43 73,29
2,0 11,62 33,66 20,40 64,12
3,0 11,46 36,69 23,14 71,29

4,0 10,71 33,83 22,45 66,98
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A.5 — Perfil dos ésteres formados e rendimento de transesterificacdo das rea¢fes conduzidas
em regime continuo mantendo fixa a razdo molar do meio de alimentacéo (6leo:etanol=1:12)
e variando o tempo espacial: (a) tempo espacial 8 h; (b) tempo espacial 14 h
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A.6 — Dados referentes a construcéo da curva de calibragdo (Absorbancia e concentracao do

corante).

Absorbancia

Concentracdo (g.mL™)

0
0,098
0,408
0,808
1,276
1,564

0,00038
0,00305
0,01221
0,02441
0,03663
0,04882

A.7 — Concentracdo de corante nas amostras de acordo com a equacao da reta. Aparato da

figura 3.2-a.
Tempo Absorbancia Diluicéo Concentragéo (g.mL™)
0 0 4 0

10 0,050 4 3,76E-04
20 0,490 4 0,05916
30 1,515 4 0,18336
40 1,296 8 0,31368
50 1,323 8 0,32016
60 1,272 8 0,30784
70 1,110 8 0,26856
80 0,890 8 0,2152

90 0,815 8 0,19704
100 0,775 8 0,18736
110 0,656 8 0,15856
120 0,620 8 0,14984
150 0,413 8 0,09944

A.8 — Concentracéo de corante nas amostras de acordo com a equagao da reta. Aparato da

figura 3.2-c.
Tempo Absorbancia Diluicéo Concentracéo (g.mL™)

0 0 4 0

10 0 4 0

20 0 4 0

30 0,170 4 0,020371
40 0,611 4 0,073815
50 0,900 4 0,108837
60 0,645 4 0,077935
70 0,502 4 0,060605
80 0,273 4 0,032853
90 0,199 4 0,023885

120 0,150 4 0,017947
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A.9 — Tabela auxiliar contendo valores utilizados para os calculos das equagdes 3.5 até 3.8

para o aparato da figura 3.2-a.

Tempo Conc
(h) (g.mL?) E(t) t.E(t) (t-tm)?2 (t-tm)2E(t) (t-tm)3 (t-tm)3E(t)
0

0 0 0 1,475 0 -1,792 0

0,16 3,76E-04 8,47E-04 0,00014 1,098 0,000 -1,151 -0,00097
0,33 0,05916 1,33E-01 0,04447 0,776 0,103 -0,684 -0,09135
0,5 0,18336 4,14E-01 0,20678 0,510 0,211 -0,365 -0,15098
0,66 031368 7,08E-01 0,47167 0,300 0,212 -0,164 -0,11645
083 032016 7,22E-01 0,60177 0,145 0,105 -0,055 -0,04005

1 0,30784 6,94E-01 0,69434 0,046 0,032 -0,009 -0,0068
116  0,26856 6,06E-01 0,70670 0,002 0,001 -0,0001 -6,711E-05
1,33 0,2152  4,85E-01 0,64718 0,014 0,006 0,0016 0,0008
1,5 0,19704 4,44E-01 0,66664 0,081 0,036 0,023 0,0103
166 018736 4,23E-01 0,70432 0,204 0,086 0,092 0,0390
1,83 0,15856 3,58E-01 0,65566 0,382 0,136 0,236 0,0846

2 0,14984 3,38E-01 0,67593 0,616 0,208 0,484 0,1636
2,5 0,09944 2,24E-01 0,56072 1,651 0,370 2,123 0,4762

A.10 — Gréficos utilizados para os calculos das equacges 3.5 até 3.8 para o0 aparato da figura
3.2-a.

1,0 0,40

Area = 1,26544518 0,357

0]  Area=03175996
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0,0 — T T T T T T T T 0,004 — T T T T T T
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0,5
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Area = 0,12829349

(ttm)*E(t)

'0’2 T T T
0,0 0,5 1.0 15 2,0 2,5
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A.11 — Tabela auxiliar contendo valores utilizados para os calculos das equacdes 3.5 até 3.8

para o aparato da figura 3.2-c.

Tempo Conc
(h) (g.mL?) E(t) t.E(t) (t-tm)2 (t-tm)2E(t)  (t-tm)®  (t-tm)3E(t)
0 0 0 0 1,475496 0 -1,79229 0
0,16667 0 0 0 1,098367 0 -1,15112 0
0,33333 0 0 0 0,776813 0 -0,68466 0
0,5 0,020371 0,27216 0,13608 0,510796 0,139018 -0,36507 -0,09936
0,66667 0,073815 0,986154 0,657439 0,300337 0,296178 -0,16459 -0,16231
0,83333 0,108837 1,454048 1,211702 0,145443 0,211481 -0,05547 -0,08065
1 0,077935 1,041201 1,041201 0,046096 0,047995 -0,0099 -0,0103
1,16667 0,060605 0,809679 0,944628 0,002307 0,001868 -0,00011 -9E-05
1,33333 0,032853 0,438912 0,585214 0,014073 0,006177 0,001669 0,000733
15 0,023885 0,3191 0,478651 0,081396 0,025974 0,023222 0,00741
2 0,017947 0,23977 0,479539 0,616696 0,147865 0,484291 0,116118

A.12 — Gréficos utilizados para os calculos das equacdes 3.5 até 3.8 para o aparato da figura

3.2-c.

tE(t)

0,5 1

0,0

Area = 1,04214467

0,0
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] Area = 0,16274348
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A.13 — Anélise de FTIR do biocatalisador de lipase SiO2-BCD antes e apos ser utilizado em

uma reacao de transtesterificagdo continua com razdo molar de 1:12.

7 Lipase SiO_-BCD 2.0%

Absorbancia (unidades arbritarias)

Lipase 1:12

T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Comprimento de onda (cm™)
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